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subtilis izloča v okolje in ga zato uvrščamo med skupne dobrine (ang. »public 
goods«), ki jih lahko koristijo drugi, tudi goljufi, ki ne prispevajo v skupno dobro. 
Ločevanje med bolj in manj sorodnimi sevi B. subtilis omogoča sorodstvena 
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gojišče nesorodnega seva omogoči rojenje mutanti srfAA. Prav tako so mutante hag, 
ki nimajo bičkov in zato ne rojijo, delile svoj surfaktin z mutantami srfAA. Pri 
sorodnih sevih je komplementacija zelo učinkovita, pri nesorodnih je možna le, kadar 
oba seva preživita in sta prostorsko ločena na plošči. Medsebojna delitev surfaktina 
je torej učinkovita med sorodnimi sevi, med nesorodnimi pa je delitev te skupne 
dobrine neučinkovita zaradi medsebojnega izključevanja sevov. Razlike med 
učinkovitostjo surfaktina, ki ga izloča sorodni ali nesorodni sev, nismo zaznali. 
Zaključimo lahko, da je sorodstvena diskriminacija zelo pomembna pri omejevanju 
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of public goods. It was observed that B. subtillis can distinguish between highly 
related and less related strains by kin discrimination. Non-kin strains are swarming 
separately on the surface, while the related kin strains colonize the surface in a 
common swarm, which could limit the cross-use of public goods. It is not known 
whether kin discrimination affects the mutual sharing of public goods, such as 
surfactin, which we have studied in this master's thesis. Recombinant strains labeled 
with fluorescence proteins were prepared and then mixed and inoculated on B-
medium. The surface colonization success of both strains was evaluated by 
fluorescence stereomicroscopy. We found that kin strains can effectively share 
surfactin with srfAA mutants and therefore colonize the entire agar surface together. 
Complementation was significantly less successful between non-kin strains, due to 
strong antagonism, and therefore the surface was mostly occupied by only one strain. 
Which strain occupied  the surface was dependent on the ratio between the strains in 
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a. u.   absorbančne enote 
Cm   antibiotik kloramfenikol 
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»Kin« sevi – ob srečanju dveh sosednjih rojev na poltrdnem gojišču B pride do zlitja, saj se 
seva prepoznata kot sorodna  
 
»Non-kin« sevi - ob srečanju dveh sosednjih rojev na poltrdnem gojišču B pride do nastanka 
mejne linije, saj se seva prepoznata kot manj sorodna 
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Naravni habitati mikroorganizmov zajemajo tako abiotske kot biotske površine. Posledično 
bakterije potrebujejo mehanizme, ki jim omogočajo gibanje po površini, saj si tako lahko 
zagotovijo preživetje (Hölscher in Kovacs, 2017). Bacillus subtilis je pomembna peritriho 
običkana po Gramu pozitivna modelna bakterija, ki ima tudi velik biotehnološki potencial 
(Guan in sod., 2016). Gre za fakultativnega anaeroba paličaste oblike, ki ga uvrščamo v 
deblo Firmicutes. B. subtilis je ubikvitarna bakterija, saj jo najdemo skoraj vsepovsod, tako 
v različnih kopenskih kot tudi v vodnih okoljih. Ubikvitarnost bakterije je posledica 
sposobnosti diferenciacije v spore (Lopez in sod., 2009). 
 
Mikroorganizmi so sposobni različnih oblik pasivnega kot tudi aktivnega premikanja 
(Henrichsen, 1972). Pri bakteriji B. subtilis najdemo dva tipa gibanja, ki sta odvisna od 
aktivnega vrtenja bičkov. Prvo in najbolj preučeno gibanje je plavanje. Plavanja so sposobne 
samostojne celice, ki se premikajo v 3D prostoru, predvsem v tekočini (Mukherjee in 
Kearns, 2016). Drugi mehanizem aktivnega premikanja imenujemo rojenje. Rojenje 
definiramo kot hitro in koordinirano gibanje skupine celic, imenovane tudi raft, po trdni 
površini gojišča (Partridge in Harshey, 2013). Do rojenja pride, ko planktonske celice pridejo 
v stik s površino in se pričnejo hitro razmnoževati, da dosežejo visoko celično gostoto 
populacije, povečajo sintezo bičkov in izločajo surfaktante. Kolektivno se celice nato 
premikajo preko površine s hitrostjo med 2-10 µm/s. Medtem konzumirajo nutriente iz 
gojišča, po katerem se premikajo. Za uspešno rojenje mora mikroorganizem zagotoviti 
sintezo intaktnih in funkcionalnih bičkov. Prav tako je potreben neposreden stik celic s 
površino in  povezanost gibljivih celic med sabo (Copeland in Weibel, 2009). 
 
Mikroorganizmi imajo pestro in kompleksno socialno življenje, na katerega močno vplivajo 
interakcije s sosednjimi organizmi (West in sod., 2007). Kooperativno vedenje je opaženo 
predvsem med sorodnimi organizmi. Do sedaj je znanih le nekaj mikroorganizmov, ki so 
sposobni ločevanja med sorodnimi in manj sorodnimi organizmi. To socialno obnašanje 
imenujemo sorodstvena diskriminacija in so ga opazili ob stiku roječih bakterij (Štefanič in 
sod., 2015). Rojenje je kooperativno vedenje, saj zahteva sodelovanje med celicami, ki 
temelji na delitvi skupne dobrine surfaktina (Kearns in Losick, 2003). Med kooperativna 
vedenja mikroorganizmov uvrščamo tista, pri katerih si celice delijo zunajcelične molekule 
- skupne dobrine, kot so signali, zunajcelični encimi, siderofori, komponente matriksa in 
surfaktanti. Sinteza skupnih dobrin deluje pozitivno na fitnes populacije. V kolikor so v 
populaciji prisotni goljufi, lahko ti negativno vplivajo na kooperativno vedenje. S 
sodelovanjem med sorodniki lahko to kooperativno vedenje stabiliziramo in tako preprečimo 
uporabo skupnih dobrin s strani goljufov, ki jih sami ne sintetizirajo in s tem prihranijo 
metabolno energijo (West in sod., 2007). 
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Ker je rojenje močno razširjeno med divjimi sevi B. subtilis, se predpostavlja, da gre za 
pomemben fenotip, ki predstavlja prednost in omogoča preživetje (Kearns in sod., 2004). 
Posledica manipulacij in gojenja bakterij v laboratoriju lahko vodi k izgubi pomembnih 
fenotipskih lastnosti. Tako npr. laboratorijski sevi B. subtilis tvorijo tanke, nedeferencirane 
biofilme, divji tipi pa robustne, večcelične skupnosti, ki sestavljajo kompleksne arhitekturne 
strukture (Kearns in Losick, 2003). Mnogo laboratorijskih sevov je izgubilo sposobnost 
rojenja zaradi mutacij v dveh genetskih lokusih. Ena mutacija prekinja sfp, ki kodira encim 
fosfopantetein transferazo in sodeluje pri sintezi lipopeptidnega surfaktanta surfaktina. 
Druga mutacija prekinja gen za glavni regulator sinteze bičkov pri bakteriji B. subtilis, swrA. 
V kolikor pride do popravila mutacij, se sevu povrne sposobnost rojenja (Mukherjee in 
Kearns, 2016). Kearns in Losick (2003) sta v poskusu med sabo zmešala mutanto srfAA, ki 
ne proizvaja surfaktina, in mutanto hag, ki ne proizvaja bičkov, v razmerju 1:1. Ugotovila 
sta, da mutanta srfAA lahko roji po površini gojišča, medtem ko brez prisotnosti mutante hag 
tega ni sposobna. Neobičkana mutanta proizvaja surfaktin, ki ga lahko mutanta srfAA 
uporabi za rojenje, gre torej za uspešno komplementacijo med sevoma v mešani kulturi. V 
tem magistrskem delu smo preverjali, kako na  komplementacijo surfaktina vpliva sorodnost 
med sevi B. subtilis.  
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Cilja magistrske naloga sta bila: 
 
o Priprava fluorescenčno označenih rekombinantnih sevov  B. subtilis, ki imajo 
okvarjen gen za sintezo surfaktina (srfAA) in za sintezo bička (hag).  
 
o Preveriti vpliv sorodnosti na komplementacijo skupnih dobrin (surfaktina), potrebnih 
pri rojenju. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predpostavljamo, da bo komplementacija surfaktina, ki je nujen za rojenje, učinkovitejša 
med visoko sorodnimi sevi kot med manj sorodnimi sevi. Sev B. subtilis bo v kokulturi 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ROJENJE PRI BAKTERIJAH 
 
Leta 1972 je Henrichsen možne načine premikanja mikroorganizmov umestil v šest različnih 
tipov: rojenje, plavanje, polzenje (ang. gliding), trzajoče gibanje (oz. gibanje po površini s 
pomočjo pilov (ang. twitching), drsenje (ang. sliding) in poseben način gibanja (ang. 
darting), kjer gre za rast v kapsuliranih agregatih in nadaljnje širjenje z izmetom, ki pa 
kasneje ni prišlo v uporabo. Rojenje je bilo prvič opaženo pri rodu Proteus. Danes je 
poznanih veliko vrst bakterij, ki so sposobne širjenja po površini s pomočjo rojenja (Harshey 
in Partridge, 2015). Rojenje, kot način premikanja po trdni površini, najdemo tako pri po 
Gramu pozitivnih kot pri po Gramu negativnih mikroorganizmih (Kearns in Losick, 2003). 
Pri rojenju gre za obliko aktivnega premikanja skupine celic po trdni površini agarja s 
pomočjo vrtenja bičkov. Premikajoče večcelične skupine, imenovane tudi rafti, se premikajo 
hitro in koordinirano (Partridge in Harshey, 2013). Za rojenje so nujni intaktni bički, ki 
bakteriji sicer omogočajo plavanje, ki se v več faktorjih razlikuje od rojenja. Posamezne 
osamljene celice na trdni površini ostajajo negibljive. V kolikor pride do povečanja celične 
gostote ob ustreznih okoljskih pogojih, lahko pride do rojenja. Bakterija poleg bičkov za 
rojenje potrebuje tudi omočilna stredstva-surfaktante (ang. wetting agents), ki jih sama 
sintetizira in izloča v okolje, ali pa potrebujejo površino z zmanjšano površinsko napetostjo 
(Patrick in Kearns, 2012).  
 
Celice se diferencirajo v stanje, kjer lahko izvajajo rojenje, kot odziv na okoljske dejavnike. 
Kot prvo, pride zaradi povečane celične gostote do sinteze surfaktanta surfaktina (Köhler in 
sod., 2000). Nato se, kot posledica stika med celicami in substratom, poveča sinteza bičkov 
(Alberti in Harshey, 1990). V zadnjo stopnjo diferenciacije v aktivno roječe celice je 
vključen sistem kemotakse bakterije, ki usmerja bakterije vstran od točke inokulacije. Zaradi 
razmnoževanja celic v centru in izčrpavanja lokalnih nutrientov, se ustvari gradient hranil, 
ki ga celice nato izkoriščajo za koordinirano širjenje od mesta inokulacije proti še 
nekoloniziranim površinam, ki so bogata s hranili (Kearns in Losick, 2003).  
 
Prehod v roječe celice spremljajo obsežne morfološke spremembe celic. Bakterije lahko 
postanejo filamentozne, hiperobičkane in imajo kompaktnejša jedra (Fraser in Hughes, 
1999). V primerjavi s plavajočimi celicami so roječe celice širše od plavajočih, prav tako 
imajo večji volumen. Največja razlika med tema tipoma celic je v običkanosti celic. Roječe 
celice močno povečajo število bičkov, ki so potrebni za uspešno širjenje roja, saj ti delujejo 
kot motor. Kearns in Losick (2003) sta ugotovila, da poleg aktivno premikajočega monosloja 
celic na robu roja, obstaja tudi drugačna subpopulacija celic v notranjosti roja, ki jo 
sestavljajo krajše in neobičkane celice. Morfološke spremembe pri vrsti B. subtilis so v 
primerjavi s spremembami, ki so nujne za rojenje pri drugih bakterijskih vrstah, manj 
obsežne (Kearns in Losick, 2003). Spremembe pri vrstah Proteus in Vibrio so bolj drastične, 
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zato jih uvrščamo med robustno roječe bakterije, B. subtilis pa spada med začasno roječe 
vrste (Partridge in Harshey, 2013). Pri nekaterih rodovih kot sta npr. Bacillus in 
Pseudomonas, pri diferenciaciji ne pride do podaljševanja celic, ampak celice samo 
podvojijo število bičkov. Po diferenciaciji sledi migracija večceličnih raftov po površini 
gojišča. V kolikor aktivno roječi koloniji dodamo vodo, to povzroči takošnjo 
dediferenciacijo nazaj v plavajoče celice (Copeland in Weibel, 2009). 
 
Med rojenjem lahko na gojišču, po katerem se premikajo bakterije, opazimo prozorno vodi 
podobno plast, ki se razteza 1-2 mm pred rafti aktivno roječih celic. V takšnih območjih so 
prisotni surfaktanti, ki omogočajo lažje rojenje po površini trdnega gojišča (Kearns in 
Losick, 2003). V primeru bakterije Bacillus subtilis je prisoten surfaktant surfaktin, pri 
bakterijama E. coli in S. typhimurium njegovo vlogo opravlja lipopolisaharid (LPS), 
ramnolipidi služijo kot sredstvo za znižanje površinske napetosti pri bakteriji P. aeruginosa 
ali seravetin pri S. marcescencsi (Copeland in Weibel, 2009). 
 
Za uspešno rojenje je nujno potreben ustrezno gojišče, na katerem se lahko celice širijo. Med 
pomembnejšimi dejavniki je koncentracija agarja v gojišču (Copeland in Weibel, 2009). V 
kolikor gojišče vsebuje premajhno koncentracijo agarja, celice ne rojijo po površini gojišča, 
ampak lahko plavajo skozi porozno gojišče (Adler, 1966). Za rojenje je potrebna 
koncentracija agarja v gojišču nad 0,5 %, saj s tem zmanjšamo velikost por v gojišču in 
izključimo plavanje bakterij (Kearns in Losick, 2003). Rod Bacillus uspešno roji po različnih 
s hranili bogatih gojiščih, če se koncentracija agarja v njem giblje med 0,45% in 0,8% 
(Kearns, 2010). Višje koncentracije agarja zavirajo rojenje. Drugi rodovi bakterij, kot sta 
npr. Vibrio in Proteus, za rojenje potrebujejo višje koncentracije agarja v gojišču (1,5-2%). 
Ti rodovi so tudi znani po gibanju na številnih abiotskih površinah. Poleg koncentracije 
agarja je ključen dejavnik tudi vlažnost oz. vsebnost vode substrata. V kolikor pride do 
povečanja vsebnosti vode v gojišču, lahko pride do plavanja celic, saj se agar razredči. Prav 
tako moramo paziti, da vsebnost vode ni premajhna oz. da se gojišče ne izsuši, saj se potem 
koncentracija agarja poveča in rojenje je onemogočeno (Copeland in Weibel, 2009; Kearns, 
2010). 
 
Po nanosu bakterijskih celic iz tekoče kulture na ustrezno trdno gojišče, ki podpira rojenje, 
pride do faze prilagajanja, kjer se celice ne premikajo po površini gojišča. V tem času se 
morajo celice prilagoditi novim okoljskim razmeram. Faza prilagajanja še ni dobro 
raziskana, kljub temu, pa jo znamo skrajšati. To nam lahko uspe s (1) povečanjem celične 
gostote inokuluma, kjer pride do povečanja sinteze surfaktina, (2) inokulacijo gojišča s 
hiperobičkanimi celicami ali z (3) inokulumom aktivno roječih celic, ki smo jih že 
predhodno gojili na trdnem gojišču (Kearns, 2010). 
 
Pri rojenju po agazirizanem gojišču lahko pride do tvorbe različnih makroskopskih vzorcev. 
Lahko pride do enakomerne konfluentne rasti po agarju, kar je značilno za sev B. subtilis 
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3610 (Darnton in sod., 2010). Dobro poznan vzorec je ti. bikovo oko (ang. bulls' eye), ki ga 
oblikuje P. mirabilis. Gre za neenakomerno rojenje, ki ga sestavljajo sinhroni valovi gibanja, 
med katerimi so faze mirovanja. V tem času poteka diferenciacija v dolge, filamentzne in 
hiperobičkane celice, katere se potem dediferencirajo nazaj v krajše celice. Vsak val 
predstavlja eno teraso na agarski plošči (Rauprich in sod., 1996). Tvorbe teras so sposobne 
tudi nekatere mutante B. subtilis (Kearns in sod., 2004). Tretji vzorec rasti so dendriti ali 
tendrili imenovani tudi globoke veje in so značilni tako za rojenje B. subtilis (Julkowska in 
sod., 2004) kot tudi za P. aeruginosa (Caiazza in sod., 2005). Se pa tendrili pojavijo tudi pri 
načinu premikanja, imenovanem polzenje (Matsuyama in sod., 1992). Nekatere vrste med 
rojenjem tvorijo spiralne vrtince, ki jih sestavljajo večje, lokalizirane gruče celic. Te gruče 
celic potujejo po skupni krožni poti, zato jih imenujemo tudi potujoče kolonije (Henrichsen, 
1972). Vzorec se pojavi pri rojenju bakterije Paenbacillus vortex, za katerega so značilne 
naravno ukrivljene celice (Ingham in Ben Jacob, 2008). B. subtilis tvori takšne kolonije le v 
primeru mutacij, ki vodijo v nastanek aseptiranih filamentoznih celic (Patrick in Kearns, 
2008). Celice, ki niso sposobne rojenja (npr. mutanti srfAA in hag), tvorijo majhno kolonijo 
samo na mestu inokulacije. V kolikor pride do supresorske mutacije, ki mutanti povrne 
sposobnost gibanja, vidimo, da iz roba kolonije celice segregirajo proti robu gojišča (Kearns 
in sod., 2004). 
 
2.2  SURFAKTIN 
 
Surfaktant surfaktin je eden  izmed treh družin lipopeptidov, ki jih proizvaja B. subtilis (Zhao 
in sod., 2017). Gre za močan surfaktant, ki so ga prvič odkrili v kulturi B. subtilis leta 1968 
(Arima in sod., 1968). Poleg surfaktina bakterija sintetizira tudi lipopeptida fengicin in 
iturin. Gre za majhne sekundarne metabolite, ki so sestavljeni iz peptidne ciklične strukture, 
dolge med 7-10 aminokislin, in hidrofobne verige maščobnih kislin.  
 
Slika 1: Strukturna formula surfaktina (KEGG, 2018) 
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Zaradi svoje amfifilne narave imajo lipopeptidi različne vloge. Delujejo kot protimikrobna 
sredstva, ki zavirajo rast mikrobov, gliv in virusov ter delujejo protivnetno. 
Najpomembnejša lastnost surfaktina, ki B. subtilis omogoča rojenje, je zniževanje 
površinske napetosti in je pomembna tudi pri reguliranju medfazne površinske napetosti 
biofilmov (Zhao in sod., 2017). Surfaktin se lahko vstavi v lipidni dvosloj, povzroči 
raztapljanje fosfolipidne faze, veže monovalentne in dvovalentne katione, deluje na 
prepustnost membrane s pomočjo tvorbe kanalov ali deluje kot detergent, ki spreminja 
topnost membrane  (Deleu in sod., 2013). Pri rojenju pripomore k širjenju večcelične 
skupnosti z zmanjšanjem površinske napetosti tekočine, ki obdaja rafte, ter pomaga pri 
oblikovanju zračnih struktur biofilmov (Angelini in sod., 2009). 
 
Celice, ki nosijo mutacijo bralnega okvirja v genu sfp, niso sposobne rojenja. Operon srf je 
sestavljen iz genov srfAA, srfAB in srfAC, ki kodirajo encimski kompleks, surfaktinsko 
sintetazo (Copeland in Weibel, 2009). Lokus srfAA je, razen za sintezo surfaktina, potreben 
tudi za uspešno sporulacijo in razvoj kompetence (van Sinderen in sod., 1993). Mutante 
srfAA, ki imajo okvarjen gen za sintezo surfaktina, lahko plavajo v tekočem gojišču, hkrati 
pa niso sposobne rojenja po površini agariziranega gojišča. Če zmešamo mutanto srfAA 
skupaj z mutanto hag, ki ne sintetizira bičkov, pride do rojenja. Rojijo lahko samo mutante 
srfAA, ki pridobijo za rojenje potreben surfaktin od neobičkane mutante hag (Kearns in 




Flagel ali biček je kompleksna proteinska struktura, ki je zasidrana v bakterijski membrani. 
Sestoji iz večih heličnih vijačnic, ki se vrtijo in s tem ustvarjajo silo, ki pripomore k 
premikanju bakterije (Patrick in Kearns, 2012). Tipičen bakterijski biček poganjajo ioni 
(Harshey in Partridge, 2015). Zaznavanje okolja s pomočjo flagela, podobno kot zaznavanje 
s celičnim ovojem, lahko vodi v dva popolnoma različna življenjska sloga, do rojenja ali 
tvorbe biofilma (Harshey in Partridge, 2015). Biček sestoji iz treh domen-bazalnega telesa, 
kavlja in filamenta.  
 
2.3.1 Bazalno telo 
 
Bazalno telo je tisti del bička, ki je vsidran v celično membrano bakterije in prehaja tudi v 
peptidoglikan. Deluje kot strukturno sidro, polimerizacijska platforma, sekrecijska pot za 
strukturne proteine filamenta in kavlja ter kot rotor, ki ustvarja navor (Kubori in sod., 1997). 
Pomemben del flagelarnega bazalnega telesa je sekrecijski aparat tipa III, ki je sestavljen iz 
šestih različnih proteinov Fli (Minamino in Macnab, 1999; Li in sod., 2011). Spodnji del 
bazalnega telesa, ki je vključen v membrano, ima obliko kroga in sestoji iz polimeriziranih 
enot proteina FliF (Jones in sod., 1990; Ueno in sod., 1992). Za proteinom FliF najdemo 
FliG, ki polimerizira v rotorju podobno strukturo (Lee in sod, 2010). Pomembna sta tudi 
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proteina FliM in FliY, ki sestavljata krožno strukturo. Sodelujeta tudi pri kemotaksi, saj sta 
odgovorna za smer vrtenja bakterijskega bička (Paul in sod., 2011; Sircar in sod., 2013).  
Število bazalnih teles celice nadzoruje protein SwrA, ki je aktivator operona fla/che, na 





Kavelj predstavlja votla cilindrična struktura med bazalnim telesom in filamentom, ki ti dve 
enoti povezuje (Berg in Anderson, 1973; Depamphilis in Adler, 1971; Kubori in sod., 1997). 
Osnovna podenota kavlja je protein FlgE (Kubori in sod., 1997; Courtney in sod., 2012). Vsi 
sestavni deli kavlja (kot tudi filamenta) se izločijo preko bazalnega telesa, nato pride do 
polimerizacije s pomočjo specifičnega (ang. capping) proteina FlgD (Ohnishi in sod., 1994; 
Courtney in sod., 2012). Število polimeriziranih podenot regulira protein FliK. Ko pride do 
stika C-terminalnega konca proteina FliK z membranskim proteinom FlhB, pride do 
terminacije polimerizacije, saj se sproži avtoproteoliza FhlB, ki povzroči spremembo v 
specifičnosti sekrecijskega aparata glede izbire ustreznega substrata, to pa omogoča 




Filament bička deluje kot propeler (Yonekura in sod, 2003). Sestoji iz proteinskega 
monomera flagelina, ki ob stiku N-terminalne in C-terminalne domene polimerizira v 
cilindru podobno strukturo (Mukherjee  in Kearns, 2016). Pri bakteriji B. subtilis najdemo 
dva homologa flagelina-yvzB in hag. Medtem ko je gen hag nujno potreben za premikanje 
bakterije, saj kodira nosi zapis za strukturni protein flagelina, gen yvzB do danes nima znane 
funkcije in se smatra za psevdogen (LaVallie in Stahl, 1989; Kearns in Losick, 2005; Patrick 
in Kearns, 2009). Monomeri proteina Hag (kratica za H-antigen) se izločajo s pomočjo 
sekrecijskega aparata tipa III (T3S), ki je del bazalnega telesa (Suzuki in sod., 1998; Evans 
in sod, 2013). Flagelin je sposoben oligomerizacije in vitro, medtem ko polimerizacijo in 
vivo zavirajo intracelularni in ekstracelularni šaperoni (Emerson in sod., 1970; Ikeda in sod., 
1993; Auvray in sod., 2001; Mukherjee in sod., 2013;).  
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Slika 2: Shematski prikaz kompleksne struturne sestave flagela B. subtilis  (Mukherjee in Kearns, 2016).  
Na sliki so prikazani kavelj (ang. hook), filament (ang. filament), bazalno telo (ang. basal body) s sekrecijskim 
aparatom (ang. secretion (apparatus)) ter stator (ang. stator) in njihovi potencialni gradniki. Vprašaji pri 
posameznih proteinih pomenijo, da njihova vloga še trenutno ni popolnoma raziskana. 
 
Filament B. subtilis se sestavi izredno hitro, tudi 2 ali 3-krat hitreje kot pri po Gramu 
negativnih vrstah (Karlinsey in sod., 2000). Bazalno telo je formirano v roku petih minut, 
kavelj v desetih minutah in filament v petnajstih minutah po pričetku izražanja operona 
fla/che. Čas sestavljanja bazalnega telesa je krajši pri po Gramu pozitivnem B. subtilis kot 
pri po Gramu negativnih vrstah zaradi neposredne inducirane ekspresije genov, medtem ko 
pri po Gramu negativnih vrstah gre za posredno induciranje preko glavnega regulatorja 
FhlDC. Vzrok za hitrejšo sestavo je lahko tudi odsotnost zunanje membrane pri B. subtilis 
(Guttenplan in sod., 2013). 
 
Glavni regulator sinteze bička B. subtilis je SwrA. SwrA je nujen za rojenje pri nižji vlažnosti 
(30-40%) seva B. subtilis 3610, pri visoki vlažnosti (70%) pa ne (Patrick in Kearns, 2009; 
Hamze in sod., 2009; Hamze in sod., 2011). Njegova koncentracija se ob stiku s površino 
prične povečevati, saj pride do počasnejše degradacije SwrA s strani proteaze Lon. Celice, 
ki imajo mutacijo proteaze Lon, postanejo hiperobičkane, kar bistveno skrajša fazo 
prilagajanja pred pričetkom rojenja. Prav tako je za hiperobičkanost celic potreben 
dvokomponentni regulatorni sistem DegS/DegU. Pri stiku s površino pride do aktivacije 
kinaze DegS. To vodi k fosforilaciji DegU, ki nato tvori kompleks s SwrA in ga tako izolira 
od proteaze Lon, ki ga zato ne more razgraditi (Harshey in Partridge, 2015). 
 
Mutanta hag ni sposobna proizvodnje bičkov in jo posledično lahko imenujemo tudi 
neobičkana mutanta. Mutanta hag proizvaja surfaktin in lahko v kokulturi omogoči rojenje 
drugim mutantam, ki tega same niso sposobne (Kearns in Losick, 2003). Ker je rojenje 
močno razširjeno med divjimi sevi, se predpostavlja, da gre za pomemben proces, ki divjim 
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tipom, za razliko od laboratorijskih sevov, predstavlja prednost in omogoča preživetje 
(Kearns in sod., 2004). Posledica manipulacij in gojenja bakterij v laboratoriju lahko vodi k 
izgubi pomembnih fenotipskih lastnosti. Tako npr. laboratorijski sevi B. subtilis tvorijo 
tanke, nedeferencirane biofilme, divji tipi pa robustne, večcelične skupnosti, ki sestavljajo 
kompleksne arhitekturne strukture (Kearns in Losick, 2003). V kolikor neobičkano mutanto 
zmešamo z laboratorijskim sevom, ki zaradi premika bralnega okvirja v genu sfp ni sposoben 
sinteze surfaktina, ne pride do rojenja seva. Iz tega lahko sklepamo, da je laboratijski sev 
izgubil tudi dodatne faktorje, ki so potrebni za uspešno rojenje (Kearns in Losick, 2003). 
 
James in sod. (2009) so ugotovili, da čeprav je mutanta hag neobičkana, se lahko po gojišču 
premika s pomočjo polzenja, za katerega je prav tako potrebna sinteza surfaktina, ki zniža 
površinsko napetost gojišča. Če mutanto nanesemo na z nutrienti bogato gojišče, le-ta po 
njem raste v peliklu podobnem filmu. Če mutanto nanesemo na revno gojišče, na njem tvori 
strukture imenovane tendrili (Fall in sod., 2006). James in sod. (2009) so pri takšnem 
premikanju opazili zanimiv fenomen. Na s hranili revno gojišče so nacepili mutanto hag na 
dveh mestih in pri tem so se tendrili mutante med sabo izogibali. Če so na gojišče nacepili 
mutanto hag in mutanto srfAA, so se tendrili mutante hag dotaknili kolonije. Iz rezultatov so 
sklepali, da tudi pri B. subtilis najdemo mehanizme, ki preprečujejo srečanje tendrilov, tako 
kot so to opazili tudi pri vrsti P. aeruginosa, in je ključen pri zasedanju novih površin 
(Caiazza in sod., 20015; James in sod., 2009). 
 
2.4 SORODSTVENA DISKRIMINACIJA 
 
Mikrobi imajo pestro in razgibano socialno življenje, ki vključuje kompeticijo, goljufanje, 
kooperacijo in altruizem (Foster, 2011). Predpostavljalo se je, da mikroorganizmi živijo 
relativno neodvisna življenja kot samostojni enocelični organizmi, vendar so raziskave v 
zadnjih dvajsetih letih to idejo postavile na glavo. Bakterije so sposobne različnih socialnih 
vedenj kot npr. sodelovanje, komunikacija in koordinacija (Crespi, 2001). Pri tem so 
pomembni faktorji genetska sorodnost, sorodstvena diskriminacija, tekmovanje med 
sorodniki in izvrševanje kooperacije (West in sod., 2007).  
 
Le nekaj do danes znanih bakterijskih vrst je sposobnih ločevanja med bolj ali manj 
sorodnimi (»kin« oz. »non-kin«) posamezniki. Sorodstvena diskriminacija je dobro 
preučena pri bakteriji P. mirabilis, ki je prav tako sposobna rojenja po površini trdnega 
gojišča. Po Gramu negativni patogen na gojišču prepozna manj soroden sev, kar se kaže v 
nastanku mejne linije med sosednjima rojema. V kolikor je sosednji sev soroden ali celo 
genetsko enak, pride do zlitja rojev (Wenren in sod., 2013). Do podobnih ugotovitev so prišli 
Štefanič in sod. (2015) pri 39. izolatih B. subtilis, ki so jih izolirali iz dveh 1 cm3 velikih 
vzorcev tal. Izvedli so test rojenja, kjer so vzporedno na gojišče nacepili različna izolata B. 
subtilis (»non-kin«), ki sta ob stiku rojev tvorila že s prostim očesom vidno mejno linijo, 
sorodna (»kin«) pa sta se po zbližanju zlila. Ločevanje med sorodnim in nesorodnim je lahko 
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ključnega pomena pri kolonizaciji biotskih površin (npr. rastlinskih korenin) in tudi pri 
tvorbi biofilmov. 
 
Kooperacija je način, s katerim večcelične bakterijske skupnosti pridobijo prednost, saj se 
tako lahko zadostno oskrbijo z viri ali se tudi fizično zaščitijo v matriksu (Lyons in sod., 
2016). Ena izmed teorij, ki pojasnjuje kooperacijo med organizmi, se imenuje sorodstvena 
selekcija. Kooperacija v tem primeru posredno vodi k povečanju fitnesa genetsko podobnih 
posameznikov; je pa občutljiva na goljufe, ki izkoriščajo skupne dobrine kooperativnih celic, 
same pa jih ne proizvajajo. Hamilton (1964) opisuje dva mehanizma, ki bi naj stabilizirala 
kooperativna vedenja. Prvi mehanizem je sorodstvena diskriminacija, kjer je kooperacija 
prednostno usmerjena proti sorodnim organizmom. Drug mehanizem, ki ga opisuje 
Hamilton, imenujemo omejeno širjenje. Ta mehanizem ohranja sorodne organizme 
prostorsko skupaj, kooperacija pa je v tem primeru usmerjena proti vsem sosednjim 
organizmom, ki so hkrati tudi sorodniki. Neposredni fitnes je tudi lahko posledica drugačne 
kooperacije med mikroorganizmi, kjer je ta usmerjena proti nesorodnim organizmom, ki pa 
vsi nosijo en sam kooperativni gen ali nabor tesno povezanih genov. Gre za t.i. mehanizem 
zelene brade (ang. green-beard mechanism). Ključno je, da se od drugih ločijo ne samo po 
tem genu, ampak imajo tudi fenotipski marker, po katerem je možno razlikovanje (Dawkins, 
1976). 
 
Lyons in sod. (2016) so odkrili nabor genov oz. genetskih lokusov, ki vplivajo na 
sorodstveno diskriminacijo. Navedeni geni nosijo zapis za protimikrobna sredstva ali 
gradnike celične površine in jih celica uporabi bodisi za zaščito pred nesorodnimi 
bakterijami bodisi za napad tujih celic. S tem ti geni tudi prispevajo k stabilizaciji večcelične 
skupnosti. Mehanizem so poimenovali kombinatorna sorodstvena diskriminacija. Ugotovili 
so, da se sistem sorodstvene diskrimacije pri B. subtilis razlikuje od večine drugih, saj sistem 
raje izključuje nesorodne celice kot pa da vključuje sorodne. Določili so filogenetsko 
oddaljenost, kjer se sorodstvena diskriminacija preneha. Medtem ko sistem sorodstvenega 
združevanja obravnava vse nesorodne vrste enako, sistem izključevanja nesorodnih vrst 
lahko loči med (bolj ali manj) nesorodnimi organizmi, hkrati pa omogoča sobivanje s 
filogenetsko bolj oddaljenimi vrstami, ki so pa prav tako nesorodne. To potrjuje tudi dejstvo, 
da B. subtilis sobiva v različnih mešanih mikrobnih združbah, kjer je prisotnih mnogo 
potencialno koristnih vrst. Z nižanjem stopnje sorodnosti bi na podlagi teh opažanj bil  
antagonistični odnos proti nesorodnikom bolj redek pojav, kot ga je zaznati znotraj vrste. 
Morda je to ključ, da bakterije lahko uspevajo tudi v mešanih združbah (Lyons in Kolter, 
2017). 
 
2.5  SKUPNE DOBRINE 
 
Proizvajanje skupnih dobrin je najpogostejša vrsta socialnega vedenja pri mikrobih. Skupne 
dobrine proizvaja vsak posameznik, uporablja pa jih lahko tako producent kot tudi bližnja 
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populacija, saj jih proizvajalec izloča v okolje in so prosto dostopne. Sinteza javnih dobrin 
ima za posamezno celico ponavadi veliko energijsko ceno, sploh če ta predstavlja korist za 
celotno populacijo (West in sod., 2007). Med skupne dobrine spadajo različne zunajcelične 
molekule kot so npr. sideroforji (West in Buckling, 2003), biosurfaktanti (Daniels in sod., 
2006), toksini (O'Louglin in Robins-Browne, 2001), antibiotiki (Riley in Wertz, 2002), 
ramnolipidi (Cosson in sod., 2002; Boles in sod., 2005), invertaze (Greig in Travisano, 
2004), ß-laktamaze (Ciofu in sod., 2000) in signalne molekule, ki sodelujejo pri zaznavanju 
kvoruma (Williams in sod., 2007), kjer se celotna bakterijska populacija odzove glede na 
prisoten zunajcelični signal (Daniels in sod., 2006).  
 
Zaznavanje kvoruma (ang. quorum sensing QS) je mehanizem, ki mikroorganizmom 
omogoča deljenje informacij o celični gostoti, posledično se prilagodi izražanje genov. Tako 
lahko tudi bakterije med sabo komunicirajo in se koordinirajo v okolju (Rutherfold in 
Bassler, 2012). Med rastjo bakterije v okolje izločajo ti. signalne molekule, ki se vežejo na  
ustrezne receptorje na površini celic, kar sproži odziv populacije (Carnes in sod., 2010). Te 
signalne molekule lahko hkrati predstavljajo tudi skupne dobrine, kot so npr. kelatorji železa 
(Diggle in sod., 2007) in biosurfaktanti (Daniels in sod., 2006). Posledice produkcije signala 
in odzivanja nanj imajo visoko metabolno ceno. V kolikor se v populaciji pojavijo mutante, 
ki ne prispevajo k produkciji, s tem izkoriščajo QS ter negativno vplivajo na populacijo. 
Mutante ali ti. goljufi so lahko sevi, ki signala ne sintetizirajo, se pa nanj odzivajo (neme 
mutante) ali sevi, ki lahko (ali pa tudi ne) sintetizirajo signalno molekulo, vendar se nanjo 
ne odzivajo (gluhe mutante) (West in sod., 2007). B. subtilis zaznava kvorum preko sistema 
ComQXPA in ga sestavljajo štirje proteini- izoprenil transferaza ComQ, signalni peptid 
ComX, histidinska kinaza ComP in regulator ComA. Ko pride do povečanja celične gostote, 
se poveča tudi koncentracija signalnega peptida, kar vodi v avtofosforilacijo ComA in 
posledično pride do izražanja številnih genov, med njimi tudi operona srf, ki je odgovoren 
za sintezo javne dobrine surfaktina. Mutante, ki ne prispevajo signalnih molekul, se nanj 
prekomerno odzivajo. V mešani kulturi s proizvajalci ComX, se sinteza surfaktina pri 
mutantah močno poveča, kar ima veliko energijsko ceno, zato se mutantin fitnes v populaciji 
drastično zniža (Oslizlo in sod., 2014).  Povzamemo lahko, da  ima zaznavanje kvoruma 
pomembno vlogo pri  komunikaciji med mikrobi, tako kooperaciji kot tudi goljufanju 
(Czaran in Hoekstra, 2009). 
 
Proizvajanje skupnih dobrin lahko poveča fitnes populacije tako neposredno, kjer ima korist 
proizvajalec, kot tudi posredno, kjer dobrine koristijo ostali člani populacije (West in sod., 
2007). Sideroforji so majhne molekule, ki pa imajo visoko afiniteto za železo, ki je lahko 
limitirajoči dejavnik v mnogih okoljih, sploh če nastopa v netopni obliki Fe(III). Sideroforje 
producira in izloča v okolje kopica bakterijskih vrst. Te vrste imajo v okolju, kjer 
primanjkuje železa prednost. V primeru, da je železa v okolju dovolj, imajo prednost 
mutante, ki ne producirajo sideroforjev, saj je sinteza teh molekul za celico energetsko 
potratna. Če imamo populacijo, kjer so prisotni tako proizvajalci sideroforjev kot tudi 
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mutante, vidimo, da čeprav ne prispevajo k produkciji javne dobrine, jo vseeno uporabljajo. 
To vodi k povečanju števila mutant v mešani populaciji (Griffin in sod., 2004). Raziskave 
kažejo, da imajo celice mutante, v primeru nizke celične gostote populacije, slabše možnosti 
za izrabo javnih dobrin (Greig in Travisano, 2004). Tudi sama frekvenca mutant v populaciji 
vpliva na dostopnost javnih dobrin, saj uspejo mutante kooperativne celice, ki proizvajajo 
javno dobrino, bolje izkoristiti, če je število mutant v populaciji nižje (Velicer in sod., 2000; 
Harrison in sod., 2006).  
 
Novejša in manj raziskana je ideja, da selekcija pri mikrobih podpira mehanizme, kjer se 
javne dobrine prednostno usmerjene k bolj sorodnim pripadnikom populacije. Obstajajo 
torej mehanizmi, ki ščitijo kooperativno vedenje med mikrobi pred posameznimi goljufi, ki 
to lahko izkoriščajo. Tak mehanizem je tudi sorodstvena diskriminacija (West in sod., 2007). 
Lyons in Kolter (2017) sta odkrila največjo filogenetsko oddaljenost, pri kateri sorodstvena 
diskriminacija še deluje. Filogenetsko drevo sevov, ki so jih v tej študiji preučevali, je bilo 
konstruirano na podlagi 16S rRNA sevov in je sestavljeno iz 5. skupin- B. subtilis, B. 
pumilus, B. cereus, B. megaterium in zunanja skupina genetsko bolj oddaljenih vrst. Skupina 
subtilis je zajemala najbolj sorodne vrste, nato se je sorodnost po skupinah zmanjševala. 
Sistem sorodstvene diskriminacije je kot nesorodne zaznal le tiste celice, ki so bile sposobne 
sinteze skupne dobrine surfaktanta, ki je mutanti srfAA vrste B. subtilis omogočil rojenje. 
Kot nesorodni so bili prepoznani vsi sevi znotraj skupine B. subtilis (B. subtilis, B. 
majovensis, B. vallismortis, B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus in B. licheniformis) in delno 
tudi znotraj skupine B. pumilus (B. altitudinis, B. pumilus in B.safensis). Skupine B. cereus 
(B. luciferensis, B. mycoides, B. cereus in B. thuringiensi), B. megaterium (B. megaterium, 
B. simplex in B. litoralis) in ostale vrste (Lysinibacillus spp., Paenibacillus spp. in Proteus 
mirabilis) s strani sorodstvene diskriminacije niso bile opredeljene kot antagonistične vrste, 
saj niso sintetizirale surfaktina, ki bi ga lahko mutanta srfAA izkoristila za rojenje. Zaključila 
sta, da sistem izključevanja nesorodnih celic (sorodstvena diskriminacija) torej preprečuje 
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3.1.1 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 1: S fluorescenčnimi proteini označeni sevi Bacillus subtilis. 
Oznaka seva Genotip Vir 
PS-216 YFP (BM1090) amyE::Phypercl03-YFP (Sp) Kraigher in Štampar, 
neobljavljeno 
PS-216 mKate (BM1097) amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) Štefanič in sod., 2015 
PS-218 mKate (BM1098) amyE::PhyperspankmKate2 (Cm) Štampar, 2016 
PS-218 YFP (BM1125) amyE::Phypercl03-YFP (Sp) Kraigher, Danevčič in 
Štampar, neobjavljeno 
 
Preglednica 2: S fluorescenčnimi proteini označene mutante Bacillus subtilis. 
Oznaka mutante Genotip Vir 
PS-216 YFP srfAA (BM1536) amyE::Phypercl03-YFP (Sp) srfAA::Tn19 (mls) To delo 
PS-216 mKate srfAA (BM1535) amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) srfAA::Tn19 (mls) To delo 
PS-218 YFP srfAA (BM1547) amyE::Phypercl03-YFP (Sp) srfAA::Tn19 (mls) To delo 
PS-218 mKate srfAA (BM1548) amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) srfAA::Tn19 (mls) To delo 
PS-216 mKate hagΩTn10 
(BM1549) 
amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) hagΩTn10 (Sp) To delo 
PS-216 YFP hag::kan' 
(BM1602) 
amyE::Phypercl03-YFP (Sp) hag::kan' (Kn) To delo 
PS-216 mKate hag::kan' 
(BM1603) 
amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) hag::kan' (Kn) To delo 
PS-218 mKate hagΩTn10 
(BM1551) 
amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) hagΩTn10 (Sp) To delo 
 
Preglednica 3: Seznam sevov, iz katerih smo izolirali DNA za pripravo rekombinantnih sevov Bacillus subtilis. 
Oznaka seva Genotip Vir 
PS-216 srfAA (BM1044) PS-216 srfAA::Tn19 (mls)  Oslizlo in sod., 2014 
3610 hag (BM1221) 3610 hag::erm (Ery) Kolter Lab ZK3889 
PS-216 hag (BM1480) PS-216 hag::km (Km) Kovacs Lab 
BM1229 DS-1143 hagΩTn10 (Sp) Kearns Lab DS1143 Kearns 




Pripravimo ustrezne raztopine antibiotikov koncentracij, ki so podane v Preglednici 4. 
Antibiotike, ki jih raztopimo v destilirani vodi ali etanolu, prefiltriramo skozi sterilni filter 
velikosti por 0,22 µm. Raztopine shranimo v sterilne mikrocentrifugirke, ki jih nato 
shranimo pri –20 °C.  
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Preglednica 4:  Lastnosti uporabljenih antibiotikov. 











Kanamicin Kn 50 5 dH2O 
Kloramfenikol Cm 10 5 Etanol 

















NaCl ……………………………………9 g 
dH2O…………………………………….1000 mL 
 




 Tris-HCl (pH=7,6)………………………10 mM 
 EDTA……………………………………10 mM 
 NaCl……………………………………...0,1 M 
 
1 x SS 
 
 KH2PO4………………………………….0,4 M 
 K2HPO4………………………………….0,8 M 
 (NH4)2SO4……………………………….15 mM 
 Natrijev citrat x 2H2O…………………..3,4 mM 
 MgSO4 x 7H2O………………………….0,8 mM 
 dH2O……………………………………...do 1000 mL 
 (pH=7) 
 
Pripravljeno raztopino avtoklaviramo pri 121 °C. 
 
Raztopina glukoze (50 % = w/v) 
 
 Glukoza………………………………......50 g 
 dH2O……………………………………...do 100 mL 
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Gojišče Luria-bertani (LB) 
 
 Tripton …………………………………..10 g 
 NaCl……………………………………....5 g 
 Kvasni ekstrakt…………………………....5 g 
 dH2O………………………………………do 1000 mL 
 Agar……………………………………….15 g 
 
Pripravljeno gojišče avtoklaviramo pri 121 °C. Antibiotike dodamo po avtoklaviranju v na 
55 °C ohlajeno gojišče.  
 
Kompetenčno gojišče (CM) 
 
 Glukoza (50 %) …………………………...5 mL 
 Kvasni ekstrakt (10 %)…………………….5 mL 
 Kazeinski hidrolizat (2 %)…………………5 mL 
 MgCl2 (1 M)……………………………….1 mL 
 1 x SS brez MgSO4…………………..…….500 mL 
 
Gojišče B  
  
 Tris-HCl …………………………………..50 mM 
 (NH4)2SO4…………………………………15 mM 
 MgSO4 x 7H2O……………………………..8 mM 
 KCl…………………………………………27 mM 
 Natrijev citrat x 2H2O……………………..7 mM 
(Umeriš pH na 7,5 z NaOH) 
 CaCl2 x 2H2O………………………………2 mM 
 FeSO4 x 7H2O………………………………1 µM 
 MnSO4 x 4H2O……………………………..10 µM 
 Natrijev glutamat…………………………...4,5 mM 
 Triptofan……………………………………0,78 mM 
 Lizin………………………………………...0,86 mM 
 KH2PO4……………………………………..0,6 mM 
 Glukoza……………………………………..0,2 % (w/v) 
 Agar…………………………………………0,7% (w/v) 
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Pripravljeno gojišče avtoklaviramo 30 minut pri 110 °C. Po avtoklaviranju gojišče 
prenesemo v vodno kopel, da se ohladi na 55 °C (vsaj pol ure). Nato po 15 mL gojišča 
razlijemo v petrijevke premera 70 mm in jih čez noč pustimo v laminariju, da se agar strdi. 
 
3.1.5 Kemikalije in reagenti 
 
LB agar      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Agar       Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
LB broth      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Tris HCl      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
(NH4)SO4      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
MgSO4 x 7H2O     Merck, Darmstadt, Nemčija 
KCl       Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Natrijev citrat      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
NaOH       Merck, Darmstadt, Nemčija 
CaCl2 x H2O      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
FeSO4 x 7H2O     Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
MnSO4 x 4H2O     Merck, Darmstadt, Nemčija 
Natrijev glutamat     Merck, Darmstadt, Nemčija 
Triptofan      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Lizin       Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
KH2PO4      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Glukoza      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Lizocim      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Ribonukleaza »Rnase A«    MBI Fermentas, Litva 
SDS       Fluka, St. Gallen, Švica 
Proteinaza K      MBI Fermentas, Litva 
Fenol       Kemika, Zagreb, Hrvaška 
Kloroform      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Izoamilalkohol     Merck, Darmstadt, Nemčija 
Etanol       Merck, Darmstadt, Nemčija 
NaCl       Merck, Darmstadt, Nemčija 
EDTA       Biolife, Milano, Italija 
Kvasni ekstrakt     BD (Difco), Franklin Lakes, ZDA 
Kazeinski hidrolizat     Promega, Madison, WI, ZDA 
MgCl2       Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Glicerol      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Eritromicin      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Kanamicin      Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Kloramfenikol     Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Spektinomicin     Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
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Avtoklav A-21      Kambič, Slovenija 
Laminarij Laminar Flow Cabinet   ESCO, ZDA 
Pipete       Eppendorf, Nemčija 
Magnetni mešalnik Rotamix 550 MMH   Tehnica, Slovenija 
Tehnica Mettler PM4600 Balance    Lab Extreme, ZDA 
Stresalna kopel Julabo ShakeTemp SW22  Julabo Labortechik, Nemčija 
Termo blok      Stuart, Labortehnika GOLIAS 
Vortex Wizard     VELP Scientifica, Italija 
Fluorescenčni stereomikroskop   Leica, CH9435, tip: DFC425 C 
Spektrofotometer     Iskra Photometer MA9510 
pH meter Inolab     WTW, Nemčija 
Digestorij W90     Waldner, Nemčija 
Centrifuga Sigma 3K30    DJB Labcare, Velika Britanija 
Fotoaparat Canon EOS 600D   Canon, Japonska 
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3.2.1 Priprava rekombinantnih sevov 
 
3.2.1.1 Izolacija kromosomske DNA 
 
Naravne izolate B. subtilis smo nacepili v tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) in jih inkubirali 
preko noči pri 30 °C. Prekonočno kulturo smo 100-krat razredčili s svežim gojiščem LB, 
kateremu smo dodali glukozo do končne koncentracije 1%), ki prepreči sporulacijo bakterij 
in jih gojili s stresanjem pri 37 °C do pozne eksponentne stopnje rasti. 1,5 mL kulture smo 
prenesli v mikrocentrifugirko in centrifugirali 5 min pri 16000 x g. Supernantant smo 
odstranili in ponovno centrifugirali 1,5 mL kulture iz pozne eksponentne faze rasti, tako da 
je znašal skupni volumen, iz katerega smo izolirali DNA, 3 mL. Po zadnjem centrifugiranju 
(5 min, 16000 x g) smo supernatant previdno odstranili s pipeto in celice resuspendirali v 
300 µL TES pufra (1/10 volumna, iz katerega izoliramo DNA). Nato smo dodali lizocim do 
končne koncentracije 1 mg/mL (dodali smo 6 µL lizocima koncentracije 50 mg/mL) in 
ribonukleazo Rnase A do končne koncentracije 60 µg/mL (dodali smo 2 µL ribonukleaze 
koncentracije 10 mg/mL) ter inkubirali 30 min pri 37 ºC. Nato smo dodali SDS do 1-odstotne 
končne koncentracije (dodali smo 33 µL 10 % raztopine) in Proteinazo K do končne 
koncentracije 120 µg/mL (dodali smo 2 µL Proteinaze K koncentracije 20 mg/mL) in 
inkubirali preko noči pri 50 ºC. Naslednji dan smo v digestoriju dodali 200 µL fenola, rahlo 
potresli suspenzijo in centrifugirali 10 minut pri 16000 x g. Nato smo zgornjo fazo, ki 
vsebuje pufer TES in kromosomsko DNA z odrezanim nastavkom za pipeto prenesli v novo 
mikrocentrifugirko ji dodali 200 µL mešanice kloroforma in izoamilnega alkohola v 
razmerju 24:1 in centrifugirali 10 min pri 16000 x g. Zgornjo fazo smo znova prenesli v 
novo mikrocentrifugirko in ji dodali 2,5 volumna hladnega 96 % etanola (-20 ºC). Z 
obračanjem mikrocentrifugirke smo pospešili obarjanje DNA, centrifugirali nekaj sekund 
pri 16000 x g, odstranili supernatant in dodali 500 µL hladnega 70 % etanola ter inkubirali 
na ledu 15 minut. Z dvakratnim centrifugiranjem po nekaj sekund (30-60s) pri 16000 x g 
smo odstranili ves supernatant. Po sušenju ob ognju smo DNA raztopili v 100 µL destilirane 
vode in jo shranili pri 4 ºC. 
 
3.2.1.2 Transformacija sevov B. subtilis z izolirano kromosomsko DNA 
 
Seve B. subtilis smo transformirali z 10 µl kromosomske DNA izbranih sevov B. subtilis. 
Seve B. subtilis smo gojili preko noči v 3 ml kompetenčnega gojišča CM pri 28 °C in 200 
vrt./min. Drugi dan smo 1 % prekonočne kulture dodali v 10 ml svežega kompetenčnega 
gojišča in inkubirali v erlenmajericah s pritaljeno epruveto v vodni kopeli pri 37 °C s 
stresanjem 200 vrt./min. Rast bakterij smo spremljali tako, da smo merili optično gostoto pri 
650 nm (OD650) na vsakih 30 min. Točka T2 je čas, ko naj bi bila stopnja transformacije 
najvišja, to je 2 uri po vstopu v stacionarno rastno fazo (približno 5–6 ur inkubacije s 
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stresanjem). V času T2 smo v sterilne epruvete prenesli 0,5 ml kulture, ji dodali 10 µl 
kromosomske DNA in inkubirali s stresanjem pri temperaturi 37 °C 30 min. Nato smo dodali 
0,5 ml svežega segretega gojišča LB (gojišče segrejemo tako, da ga zjutraj damo v toplo 
sobo na 37 °C) in inkubiramo s stresanjem pri 37°C še 60 min. Transformacijsko in 
kontrolno mešanico (kultura brez dodane DNA) smo nanesli na agarsko gojišče LB z 
dodanimi antibiotiki ter inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. Transformacijsko 
mešanico smo nanesli v dveh ponovitvah po 10 µl in 100 µl na agarsko gojišče LB z 
dodanimi antibiotiki. Preostanek (780 µl) mešanice smo (z namenom zgoščevanja celic) 
centrifugirali pri 10000 x g 5 min., nato pa supernatant odlili in celice resuspendirali v 100 
µl fiziološke raztopine ter ves volumen nanesli na agarsko gojišče LB z antibiotiki. 
Negativno kontrolno mešanico smo nanesli na agarske plošče LB z dodanimi antibiotiki po 
100 µl v dveh ponovitvah. Preostanek mešanice smo ponovno centrifugirali, supernatant 
odstranili in celice resuspendirali v 100 µl fiziološke raztopine ter ves volumen nacepili na 
agarsko gojišče LB z dodanimi antibiotiki. 
 
3.2.1.3 Shranjevanje rekombinantnih sevov  
 
Izbrane transformante smo precepili na agarska gojišča LB z dodanimi antibiotiki in plošče 
inkubirali preko noči pri 37 °C. Postopek smo ponovili 4-krat z namenom, da dobimo čisto 
kulturo. Po petem precepljanju smo iz agarske plošče LB z dodanimi antibiotiki sev precepili 
v tekoče gojišče LB z dodanimi antibiotiki, ki smo ga inkubirali na stresalniku (200 vrt./min) 
pri 37 °C 6-7 ur. 1,4 mL kulture shranimo z 0,4 mL 50 % glicerola. Mešanico shranimo v 
izbrano škatlo in zamrznemo pri -80 °C. Vsak sev smo shranili v dveh ponovitvah 
 
3.2.2 Preverjanje komplementacije in sodelovanja pri rojenju na gojišču B 
 
3.2.2.1 Priprava celic v eksponentni fazi rasti 
 
Ustrezne fluorescenčno označene seve in njihove mutante iz -80 °C nacepimo na trdna 
gojišča LB z dodanimi antibiotiki, ki jih inkubiramo preko noči pri 37 °C. Naslednji dan 
popoldan (med 15. in 16. uro) inokuliramo gojišče za prekonočno kulturo. Seve iz trdnih 
gojišč precepimo v 5 mL tekočega gojišča z dodanimi antibiotiki. Prekonočno kulturo 
inkubiramo na stresalniku (200 vrt./min) pri 37 °C preko noči. Naslednji dan prekonočno 
kulturo redčimo 100-krat v 5-mL svežega tekočega gojišča LB brez dodanih antibiotikov. 
Kulturo inkubiramo na stresalniku (200 vrt./min) pri 37 °C za 2,5 ure. Po inkubaciji kulturi 
izmerimo optično gostoto pri valovni dolžini 650 nm (OD650) in jo ponovno 100-krat 
redčimo v 5 mL tekočega gojišča LB brez dodanih antibiotikov, ki ga nato ponovno 
inkubiramo na stresalniku 200 vrt./min) pri 37 °C za 2-2,5 ure. Po inkubaciji precepljeni 
kulturi ponovno izmerimo OD650. Celice smo gojili do OD650 med 0,2 a.u. do 0,4 a.u. 
(eksponentna faza rasti). 
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3.2.2.2 Priprava mešanih kultur divjih sevov in mutant v različnih razmerjih  
 
Izbrane kombinacije sevov in mutant smo brez izenačevanja OD650 mešali v volumskih 
razmerjih (1:4, 1:1 in 4:1 oz. 1:49, 1:19, 1:9, 1:4, 1:1 in 4:1), uporabili smo celice v 
eksponentni fazi rasti. 2 µL pripravljenih mešanic smo nacepili na sredino  majhne petrijevke 
(premer 70 mm), ki je vsebovala 15 mL sintetičnega gojišča B, oz. na sredino luknjice 
mikrotitrske plošče (»12 well«), kjer ena luknja vsebuje 3 mL sintetičnega gojišča B. Plošče 
oz. mikrotitrske plošče inkubiramo v zaprti škatli, katero smo obložili z omočenimi 
brisačami, saj s tem dosežemo ustrezno vlažnost. Kot kontrole na gojišče B nacepimo tudi 
same  fluorescenčno označene divje tipe in izbrane mutante z okvarjenimi geni, ki smo jih 
pripravili s transformacijo. Nacepljene plošče inkubiramo pri 37 °C 18-20 ur.  
V Preglednici 5 so prikazane kombinacije mešanih kultur divjih tipov B. subtilis in mutant 
srfAA in mutant hag, ki smo jih kot mešane kulture pri različnih razmerjih nacepili na gojišče 
B.  
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Preglednica 5: Kombinacije mešanih kultur fluorescenčno označenih divjih tipov B. subtilis in mutant srfAA in mutant hag, ki smo jih v različnih razmerjih nacepili 
na gojišče B. 
Barva zapisa imena je vezana na konstitutivno izražen fluorescenčni označevalec (zeleno za rumeni fluorescenčni protein YFP, rdeče za rdeči fluorescenčni protein 
mKate). »Kin-self pomeni«, da smo mešali seve enakega genotipa (npr. PS-216 YFP in PS-216 mKate), »non-kin« pa da smo mešali dva genetsko različna seva, ki 
med testom rojenja ob stiku tvorita mejno linijo (npr. PS-216 YFP in PS-218 mKate).  
   
Divji tip + mutanta srfAA 
 
Divji tip + mutanta hag 
 














PS-216 YFP : 
PS-216 mKate 
srfAA 
PS-218 YFP : 
PS-216 mKate 
srfAA 
PS-216 YFP : 
PS-216 mKate 
hagΩTn10  
PS-216 YFP : 
PS-218 mKate 
hagΩTn10 
PS-216 YFP hag::kan' : 
PS-216 mKate srfAA 
PS-216 YFP hag::kan' : 
PS-218 mKate srfAA 
PS-216 mKate : 
PS-216 YFP 
srfAA 
PS-218 mKate : 
PS-216 YFP 
srfAA 
PS-216 YFP : 
PS-216 mKate 
hag::kan' 
PS-218 YFP : 
PS-216 mKate 
hagΩTn10 
PS-216 mKate hag::kan' 
: PS-216 YFP srfAA 
PS-216 mKate hag::kan' : 
PS-218 YFP srfAA 
PS-218 YFP : 
PS-218 mKate 
srfAA 
PS-216 YFP : 
PS-218 mKate 
srfAA 
PS-216 mKate : 
PS-216 YFP 
hag::kan' 




hagΩTn10 : PS-216 YFP 
srfAA 
PS-216 mKate hagΩTn10 : 
PS-218 YFP srfAA 
PS-218 mKate : 
PS-218 YFP 
srfAA 
PS-216 mKate : 
PS-218 YFP 
srfAA 
PS-218 YFP : 
PS-218 mKate 
hagΩTn10 




hagΩTn10 : PS-218 YFP 
srfAA 
PS-218 mKate hagΩTn10 : 
PS-216 YFP srfAA 
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Izbrane kombinacije mutant srfAA in divjih tipov, ki smo jih pripravili na enak način kot je 
opisan zgoraj, smo kot mešane kulture v razmerju 1:1 nacepili tudi na gojišče LB (0,7 %) in 
so prikazane v Preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Nacepljene kombinacije mešanih kultur divjih tipov in mutant sevov B. subtilis na gojišče LB 
(0,7 %). 
Barva zapisa imena je vezana na konstitutivno izražen fluorescenčni označevalec (zeleno za rumeni 
fluorescenčni protein YFP, rdeče za rdeči fluorescenčni protein mKate). »Kin-self pomeni«, da smo mešali 
seve enakega genotipa (npr. PS-216 YFP in PS-216 mKate), »non-kin« pa da smo mešali dva genetsko različna 
seva, ki med testom rojenja ob stiku tvorita mejno linijo (npr. PS-216 YFP in PS-218 mKate). 
 
 
Divji tip + divji tip 
 
Divji tip + mutanta srfAA 
Vrsta mešane 
kulture 




PS-216 YFP : PS-
216 mKate 
PS-218 YFP : PS-
216 mKate 
PS-216 YFP : PS-
216 mKate srfAA 
PS-216 YFP : PS-
218 mKate srfAA 
PS-218 YFP : PS-
218 mKate 
PS-216 YFP : PS-
218 mKate 
 
PS-218 YFP : PS-
216 mKate srfAA 
 
PS-218 mKate : 
PS-216 YFP srfAA 
 
3.2.3 Preverjanje rojenja mutant srfAA s pomočjo surfaktina iz izrabljenega gojišča 
divjih sevov  
 
3.2.3.1  Priprava izrabljenega gojišča divjih sevov B. subtilis 
 
Ustrezne fluorescenčno označene divje seve iz -80 °C nacepimo na trdna gojišča LB z 
dodanimi antibiotiki, ki jih inkubiramo preko noči pri 37 °C. Naslednji dan popoldan (med 
15. in 16. uro) inokuliramo gojišče za prekonočno kulturo. Seve iz trdnih gojišč precepimo 
v 5 mL tekočega gojišča z dodanimi antibiotiki. Prekonočno kulturo inkubiramo na 
stresalniku (200 vrt./min) pri 37 °C preko noči. Tretji dan prekonočno kulturo redčimo 100-
krat v 5-mL svežega tekočega gojišča LB brez dodanih antibiotikov. Kulturo inkubiramo na 
stresalniku (200 vrt./min) pri 37 °C za 6 ur. Po inkubaciji smo kulturo centrifugirali 5 minut 
pri 10 000 x g. Supernatant smo previdno odpipetirali in ga prefiltrirali preko filtra z 
velikostjo por 0,22 µm. Izrabljeno gojišče (IG) smo do uporabe shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
 
3.2.3.2  Priprava celic v eksponentni fazi rasti 
 
Priprava celic v eksponentni fazi rasti je potekala po enakem postopku, kot je opisan zgoraj 
(glej stran 19). 
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3.2.3.3 Priprava mešanic za preverjanje rojenja mutante srfAA  
 
Po 2 µL kulture izbrane mutante srfAA (celice v eksponentni fazi rasti) nacepimo na sredino 
majhne petrijevke (premer 70 mm), ki vsebuje 15 mL gojišča B. Vsaki mutanti nato dodamo 
še 10 µL oz. 20 µL izrabljenega gojišča divjega seva. Plošče inkubiramo v zaprti škatli, 
katero smo obložili z omočenimi brisačami, saj s tem dosežemo ustrezno vlažnost. Kot 
kontrolo mutantam srfAA namesto izrabljenega gojišča dodamo enako količino svežega 
tekočega gojišča B. Nacepljene plošče inkubiramo pri 37 °C 18-20 ur. 
 
Preglednica 7: Kombinacije mešanic mutant srfAA in izrabljenih gojišč divjih sevov B. subtilis. 
Barva zapisa imena je vezana na konstitutivno izražen fluorescenčni označevalec (zeleno za rumeni 
fluorescenčni protein YFP, rdeče za rdeči fluorescenčni protein mKate). 
 
3.2.4 Vpliv razdalje na komplementacijo surfaktina 
 
3.2.4.1 Priprava celic v eksponentni fazi rasti 
 
Priprava celic v eksponentni fazi rasti je potekala po enakem postopku, kot je opisan zgoraj 
(glej stran 19). 
 
3.2.4.2 Nacepljanje mutant pri različnih razdaljah 
 
Izbrane kombinacije mutant srfAA in mutant hag (celice v eksponentni fazi rasti) nacepimo 
vzporedno na majhne petrijevke (premer 70 mm), ki vsebuje 15 mL gojišča B. Nacepimo jih 
pri različnih oddaljenostih - 0 cm (kapljici inokuluma se dotakneta), 0,5 cm, 1 cm, 2 cm in 
3 cm. Plošče inkubiramo v zaprti škatli, katero smo obložili z omočenimi brisačami, saj s 
tem dosežemo ustrezno vlažnost. Kot kontrole na gojišče B vzporedno in oddaljene približno 
3 cm nacepimo tudi kombinacije divjih tipov in divjih tipov z mutantami srfAA. Nacepljene 
plošče inkubiramo pri 37 °C 18-20 ur.
Mutante srfAA Dodano izrabljeno gojišče Količina dodanega izrabljenega gojišča 
PS-216 YFP srfAA IG PS-216 mKate 10 µL in 20 µL 
IG PS-218 mKate 10 µL in 20 µL 
PS-218 mKate srfAA IG PS-218 YFP 10 µL in 20 µL 
IG PS-216 YFP 10 µL in 20 µL 
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Preglednica 8: Kombinacije mešanic izbranih divjih sevov in mutant B. subtilis za preverjanje vpliva razdalje na komplementacijo surfaktina. 
Barva zapisa imena je vezana na konstitutivno izražen fluorescenčni označevalec (zeleno za rumeni fluorescenčni protein YFP, rdeče za rdeči fluorescenčni protein 
mKate). »Kin-self pomeni«, da smo mešali seve enakega genotipa (npr. PS-216 YFP in PS-216 mKate), »non-kin« pa da smo mešali dva genetsko različna seva, ki 
med testom rojenja ob stiku tvorita mejno linijo (npr. PS-216 YFP in PS-218 mKate). 
 
Divji tip + divji tip Divji tip + mutanta srfAA Mutanta srfAA + mutanta hag 
Vrsta mešane 
kulture 
»Kin-self« »Non-kin« »Kin-self« »Non-kin« »Kin-self« »Non-kin« 
Kombinacije PS-216 YFP : 
PS-216 mKate 
PS-218 YFP : 
PS-216 mKate 
PS-216 YFP : 
PS-216 mKate 
srfAA 
PS-216 YFP : 
PS-218 mKate 
srfAA 
PS-216 YFP  srfAA :  
PS-216 mKate 
hag::kan' 
PS-216 YFP  srfAA : 
PS-218 mKate 
hagΩTn10 
PS-218 YFP : 
PS-218 mKate 
PS-216 YFP : 
PS-218 mKate 
PS-218 mKate : 
PS-218 YFP 
srfAA 
PS-218 YFP : 
PS-216 mKate  
srfAA 
PS-218 YFP  srfAA : 
PS-218 mKate 
hagΩTn10 
PS-218 YFP  srfAA : 
PS-216 mKate 
hag::kan' 
Razdalja [cm] 3 3 3 3 0; 0,5; 1; 2; 3 0; 0,5; 1; 2; 3 
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3.2.5 Vizualizacija rojev pod stereomikroskopom 
 
Po inkubaciji roje na agariziranem gojišču pregledamo s pomočjo fluorescenčnega 
stereomikroskopa Leica pod 8-kratno povečavo in jih poslikamo z vstavljenimi 
fluorescenčnimi seti filtrov YFP za fluorescenčni protein YFP in mCherry za fluorescenčni 
protein mKate (Preglednica 9).  
 
Preglednica 9: Lastnosti fluorescenčnih filtrov YFP in mCherry stereomikroskopa Leica 
Ime filtra Ekscitacija [nm] Emisija [nm] 
YFP 490-510 520-550 
mCherry 540-580 592-667 
 
3.2.6 Obdelava slik 
 
Vsako ploščo smo poslikali s seti fluorescenčnih filtrov YFP in mCherry. Nadaljnja obdelava 
slik je potekala s pomočjo programa ImageJ, kjer smo obe nastali sliki združili s pomočjo 
ukazov »Images to Stack« in »Z Project«. Pri tem pride do poravnave in združitve obeh slik 
oz. fluorescenc. V primeru, da zasedata eno površino dva seva, pride do prekrivanja 
fluorescenc, kar zaznamo kot oranžno barvo. Nadaljnjo sestavljanje in združevanje slik po 
kombinacijah smo izvedli s pomočjo programa PhotoScape. Po stolpcih smo skupaj sestavili 
slike, poslikane z različnimi filtri in jih sestavili v kolaž, kot je prikazano na shemi (Slika 3). 
Prvi stolpec (Slike A) predstavlja mešanico sevov v razmerju 1:4, drugi stolpec (Slike B) 
mešanico sevov v razmerju 1:1 in tretji stolpec (Slike C) mešanico sevov v razmerju 4:1. V 
prvi in drugi vrstici so prikazane slike posnete s posameznim filtrom; v tretji vrstici pa sliki, 
ki smo ju združili s programom ImageJ. 
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4.1 PREVERJANJE USPEŠNOSTI PRIPRAVE REKOMBINANTNIH SEVOV 
 
S pomočjo transformacije ustreznih kromosomskih DNA (Priloga A) smo želeli ustvariti 
željene rekombinantne seve divjih tipov B. subtilis PS-216 in PS-218, ki so bili že predhodno 
označeni s fluorescenčnim proteinom YFP ali mKate (Slika 4A in 4D) in lahko rojijo. 
Skupna lastnost mutant srfAA (Slika 4B in 4E) oz. hag (Slika 4C in 4F) je, da niso sposobne 
samostojnega rojenja po površini trdnega gojišča. Na mestu, kjer smo nacepili inokulum, 
opazimo rast kolonije, ki pod stereomikroskopom fluorescira bodisi zeleno ali rdeče, vendar 
mutanti ne rojita. 
 
 
Slika 4: Rast divjih tipov označenih s fluorescenčnimi proteini v primerjavi z rastjo s fluorescenčnimi proteini 
označenimi mutantami srfAA in hag. 
A:  divji tip  PS-216 YFP; B: PS-216 YFP srfAA; C: PS-216 YFP hag::kan'; D: divji tip PS-218 mKate; E: 
PS-218 mKate srfAA; F: PS-218 mKate hagΩTn10. Pri vsaki sliki je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo 
velikosti 5 mm. 
 
4.2 VPLIV SORODNOSTI MED SEVI NA KOMPLEMENTACIJO MUTANTE B. 
subtilis, KI SAMA NE ROJI 
 
4.2.1 Preverjanje komplementacije surfaktina med divjim tipom in mutanto srfAA 
 
4.2.1.1  Rojenje mešanice sevov »kin-self« 
 
Preverili smo, ali bo prišlo do komplementacije surfaktina med divjim tipom B. subtilis, ki 
proizvaja surfaktin in mutanto srfAA istega seva, ki ga ne proizvaja (mešanica »kin-self«). 
Seva smo zmešali v treh različnih razmerjih in 2 l mešanice nacepili na agarizirano gojišče. 
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Po prekončni inkubaciji je bilo gojišče z mešanicami sevov »kin-self« vedno v celoti 
preraščeno in fluorescenčna stereomikroskopija je potrdila, da po gojišču rojita oba seva, 
tako divji sev kot mutanta srfAA, kar pomeni, da je bila komplementacija mutante srfAA 
uspešna (Slika 5). Celokupno smo izvedli 114 poskusov tega tipa (biološke, tehnične 
ponovitve, različna razmerja med sevi, različne kombinacije z izmenjavo fluorescenčnih 
markerjev; Priloga B). Pri vseh poskusih je prišlo do komplementacije in skupnega rojenja 
obeh sevov po celotni površini gojišča ne glede na začetno razmerje divjega tipa in mutante 




Slika 5: Rojenje divjega tipa PS-218 YFP in mutante PS-218 mKate srfAA v mešani kulturi pri različnih 
razmerjih (1:4, 1:1 in 4:1) na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih  na  slikah A, B in C  si sledijo približna razmerja med  številom celic  divjega tipa in mutanto srfAA 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 
pa prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici 
(z zeleno je označen divji tip PS-218 YFP in z rdečo mutanta PS-218 mKate srfAA). Pri vsaki sliki je v 
spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
Uspešno rojenje obeh sevov v mešani kulturi divjega tipa in mutante smo zaznali pri vseh 
treh razmerjih med sevoma. Opazimo, da se začetno razmerje med sevoma približno ohranja 
tudi po razraščanju po plošči. Do komplementacije je prišlo tudi v nekoliko drugačnih 
pogojih (agarizirano gojišče v mikrotitrskih ploščah), le da  pri teh pogojih pogosto ni prišlo 
do tvorbe dendritov (Priloga D), zato smo nadaljnje poskuse izvajali samo še na 
agariziranem  gojišču v petrijevkah. 
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V nadaljevanju smo želeli določiti najnižji delež divjega tipa v mešanici z mutanto srfAA, 
pri katerem je komplementacija še mogoča (Slika 6). Testirali smo kombinaciji sevov PS-
216 mKate in PS-216 YFP srfAA ter PS-218 YFP in PS-218 mKate srfAA v dveh bioloških 
ponovitvah in in jih zmešali v razmerjih 1:49, 1:19, 1:9, 1:4, 1:1 in 4:1. Ugotovili smo, da 
začetno razmerje med sevoma vpliva na končno razraščanje po plošči. Fluorescenca divjega 
seva PS-218 YFP je bila pri razmerju 1:49 v prid mutanti srfAA manj intenzivna kot pri 
razmerju 1:4 v prid divjega tipa, vendar je mutanta ob pomoči divjega tipa še vedno rojila. 
Razlika je bila v tem, da skupni roj ni zasedel celotne plošče, temveč je segel le nekje 2 cm 
od roba petrijevke (premer približno 4 cm). Podobno rast in ohranjanje razmerja smo zaznali 
pri razmerjih 1:19 in 1:9. Pri teh treh razmerjih ne pride do tvorbe dendritov, ampak je rast 
konfluentna, medtem ko so pri razmerjih 1:4, 1:1 in 4:1 dendriti prisotni. Pri vseh testiranih 
razmerjih je prišlo do uspešne komplementacije rojenja mutante srfAA v mešani kulturi s 
sorodnim divjim tipom, tudi pri razmerju 1:49 v prid mutante. 
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Slika 6: Rojenje divjega tipa PS-218 YFP in sorodne mutante PS-218 mKate srfAA v mešani kulturi razmerjih (1:49, 1:19, 1:9, 1:4, 1:1 in 4:1) na poltrdnem gojišču 
B v petrijevkah (70 mm). 
V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan 
delež posameznega seva v mešanici (z zeleno je označen divji tip PS-216 YFP in z rdečo mutanta PS-218 mKate srfAA). Pri vsaki sliki je v spodnjem desnem kotu 
prikazano merilo velikosti 5 mm.
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4.2.1.2  Rojenje mešanice sevov »non-kin« 
 
Predhodne raziskave na temo teritorialnosti in kompeticije med nesorodnimi sevi so 
pokazale, da bo v mešanici dveh nesorodnih sevov divjega tipa prevladal en sev oz. tisti, ki 
je številčnejši (Štampar, 2016). Zato smo predpostavili, da nesoroden sev ne bo 
komplementiral surfaktinske mutante. Rezultati 75. poskusov (Priloga C) kažejo, da do 
komplementacije surfaktina med nesorodnima sevoma res v večini primerov ne pride.  Na 
Sliki 7 je prikazano rojenje divjega tipa PS-216 mKate in »non-kin« mutante PS-218 YFP 
srfAA, ki sta bila nacepljena v treh različnih razmerjih. Pri razmerju 1:4, kjer številčno 
prevlada mutanta srfAA, na gojišču ostane na mestu nacepitve mešanice le mutanta, ki pa po 
gojišču ne roji (Slika 7A). Podoben vzorec vidimo pri razmerju 1:1 (Slika 7B). Pri razmerju 
4:1, ko je v prebitku divji tip PS-216 mKate, ta uspešno roji po celotni površini gojišča, 
nesorodno mutanto pa izrine v popolnosti oz. je ta v prenizkem številu, da bi jo zaznali z 
stereomikroskopijo pri 8-kratni povečavi (Slika 7C). Do podobnega zaključka lahko 
pridemo na osnovi rezultatov, prikazanih na Sliki 8, kjer smo sevoma zamenjali 
fluorescenčne označevalce.  
 
Pri mešanici »non-kin« sevov torej na gojišču največkrat preživi samo en sev. Na Slikah 8A 
vidimo mešanico pri razmerju 1:4, kjer prevlada mutanta srfAA, ki je številčno v prebitku, 
vendar po gojišču ne roji. Na slikah 8B smo seva mešali pri razmerju 1:1, v tem primeru sta 
na gojišču v območju inokulacije prisotna oba seva, vendar sta prostorsko ločena, le divji tip 
roji, medtem ko nesorodna mutanta uspeva le na mestu inokulacije, kar je bil zelo redek 
pojav. Na Slikah 8C pri razmerju 4:1 prevlada divji sev, ki uspešno roji po celotni površini 
gojišča. 
 
Pri vseh 75. poskusih, kjer smo mešali divji tip in nesorodno mutanto srfAA, ni prišlo do 
rojenja mutante srfAA po gojišču (Priloga B in C), na plošči pa je vedno  prevladal sev, ki je 
bil v začetni mešanici številčno dominantnejši. Pri vzporednih poskusih, ki smo jih izvedli 
tako na majhnih petrijevkah kot tudi na mikrotitrskih ploščah, so bili rezultati primerljivi, 
vendar smo v nadaljevanju uporabljali petrijevke (70 mm), saj na gojišču v mikrotitrskih 
ploščah sevi redkeje oblikujejo izrazite dendrite. 
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Slika 7: Rojenje divjega tipa PS-216 mKate in nesorodne mutante PS-218 YFP srfAA v mešani kulturi pri 
različnih razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih  na  slikah A, B in C si sledijo približna razmerja med  številom celic divjega tipa in mutanto srfAA 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici 
(z zeleno je označena mutanta PS-218 YFP srfAA in z rdečo divji tip PS-216 mKate). Pri vsaki sliki je v 
spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
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Slika 8: Rojenje divjega tipa PS-216 YFP in nesorodne mutante PS-218 mKate srfAA v mešani kulturi pri 
različnih razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih na slikah A, B in C si sledijo približna razmerja med  številom celic divjega tipa in mutanto srfAA 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici 
(z zeleno je označen divji tip PS-216 YFP in z rdečo mutanta PS-218 mKate srfAA). Pri vsaki sliki je v 
spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
4.2.2 Preverjanje sodelovanja med mutanto hag in divjim tipom  
 
4.2.2.1 Rojenje mešanice sevov »kin-self« 
 
Pri tem poskusu smo želeli ugotoviti, ali divji tip lahko pomaga pri premikanju neobičkane 
mutante hag, ki je genetsko enaka divjemu tipu, a ne roji. Mešanico obeh sevov smo zmešali 
v različnih razmerjih (1:4, 1:1, 4:1)  in 2 µL mešanice nanesli na agarizirano gojišče, plošče 
inkubirali preko noči in jih naslednji dan pregledali s pomočjo stereomikroskopa. Ugotovili 
smo, da ne glede na začetno razmerje v mešanici, ploščo v celoti prerašča le divji sev B. 
subtilis, mutanta hag pa prerašča predvsem področje inokulacije (Slika 9, Slika10), mutante 
brez bička se torej ne morejo premikati s pomočjo celic, ki imajo bičke. 
 
V tem sklopu smo izvedli 108 poskusov tega tipa (biološke, tehnične ponovitve, različna 
razmerja med sevi, različne kombinacije z izmenjavo fluorescenčnih markerjev; Priloga E). 
Na Slikah 9 in 10 sta prikazana le dva reprezentativna poskusa. V vseh primerih je učinkovito 
zasedel površino le divji tip. Ta se pri premikanju po površini kljub sorodnosti med njima ni 
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učinkovito mešal z mutanto hag, kar nakazuje, da mora vsaka posamezna celica imeti lastne 
bičke, ki šele omogočijo premikanje celic v skupnih raftih. V 47 % primerih je prišlo do 
delnega premika mutante od mesta inokulacije, kar bi morda lahko pripisali začasnemu 





Slika 9: Rojenje divjega tipa PS-218 YFP in sorodne mutante PS-218 mKate hagΩTn10 v mešani kulturi pri 
različnih razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih  na  slikah A, B in C si sledijo približna razmerja med  številom celic divjega tipa in mutanto hag 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici 
(z zeleno je označen divji tip PS-218 YFP in z rdečo neobičkana mutanta PS-218 mKate hag). Pri vsaki sliki 
je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
Na Sliki 9 vidimo rojenje divjega tipa PS-218 YFP in sorodne mutante PS-218 mKate 
hagΩTn10, na Sliki 10 pa rojenje seva PS-216 mKate in mutante PS-216 YFP hag::kan' v 
mešani kulturi pri različnih razmerjih (1:4, 1:1, 4:1). Pri vseh treh razmerjih divji tip v celoti 
prerašča površino agariziranega gojišča, medtem ko se mutanta hag od mesta inokulacije 
slabo širi, morda se ji je uspelo začasno ujeti v raft celic divjega tipa in se tako nekoliko 
premakniti. Pri kontrolah, kjer smo na gojišče B nacepljali čiste kulture mutanta hag, smo 
delno širjenje mutant hag opazili le pri dveh tehničnih ponovitvah enega poskusa (Priloga 
G). 
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Slika 10: Rojenje divjega tipa PS-216 mKate in sorodne mutante PS-216 YFP hag::kan' v mešani kulturi pri 
različnih razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih  na  slikah A, B in C si sledijo približna razmerja med številom celic divjega tipa in mutanto hag 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici 
(z zeleno je označena neobičkana mutanta PS-216 YFP hag in z rdečo divji tip PS-216 mKate). Pri vsaki sliki 
je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
4.2.2.1 Rojenje mešanice sevov »non-kin« 
 
Pri drugem sklopu poskusa smo preverjali interakcije med nesorodnima sevoma divjega tipa 
in mutante hag, kjer smo ponovno pričakovali, da do sodelovanja med divjim tipom in 
mutanto ne bo prišlo, saj so za rojenje potrebni delujoči bički na vsaki celici.  
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Slika 11: Rojenje divjega tipa PS-216 YFP in nesorodne mutante PS-218 mKate hagΩTn10 v mešani kulturi 
pri različnih  razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih  na  slikah A, B in C si sledijo približna razmerja med  številom celic divjega tipa in mutanto hag 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici 
(z zeleno je označena divji tip PS-216 YFP hag in z rdečo neobičkana mutanta PS-218 mKate hag). Pri vsaki 
sliki je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
Na Sliki 11 vidimo reprezentativni primer rojenja divjega tipa (PS-216 YFP) in nesorodne 
mutante (PS-218 mKate hagΩTn10) v mešani kulturi pri različnih razmerjih na gojišču v 
petrijevkah. Pri razmerju 1:4, kjer je v inokulumu v prevladi  mutanta hag, ta prerašča mesto 
inokulacije medtem ko je divji tip ujet v sredini roja (bela puščica). Na gojišču sta torej 
prisotna oba seva, vendar nesorodna mutanta obrašča divji tip in mu s tem preprečuje širjenje 
po gojišču. Pri razmerju 1:1 pa lahko vidimo, da se divji tip premakne s cone inokulacije, 
vendar ne po celotni plošči, mutanta pa zaseda celotno področje inokulacije (Slika 11B). 
Divji sev pa skoraj povsem izpodrine mutanto in se uspešno razširi po površini, če je v 
začetni mešanici v 4-kratnem prebitku. 
 
V tem sklopu smo izvedli 108 poskusov tega tipa (biološke, tehnične ponovitve, različna 
razmerja med sevi, različne kombinacije z izmenjavo fluorescentnih markerjev; Priloga E). 
Pri teh kombinacijah ravno tako ni nikoli prišlo do učinkovitega rojenja mutante hag po 
gojišču, smo pa v 11 primerih (10%) opazili delni premik mutante hag iz mesta inokulacije 
proti zunanjosti plošče (Priloga F). 
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4.2.3 Preverjanje komplementacije surfaktina pri mutanto srfAA z mutanto hag v 
mešani kulturi 
 
4.2.3.1 Rojenje mešanice sevov »kin-self« dveh mutant 
 
Sorodna seva (»kin-self«) z mutacijo bodisi v lokusu hag ali lokusu srfAA smo zmešali v 
različnih razmerjih in 2 µL mešanice nanesli na agarizirano gojišče, plošče inkubirali preko 
noči in jih naslednji dan pregledali s pomočjo stereomikroskopa. Na Slikah 12 in 13 je 
razvidno, da mutanta srfAA PS-216 ali PS-218 v celoti preraste površino gojišča, čeprav je 
sorodna mutanta hag zasedla izključno področje inokulacije in se po površini gojišča ni širila 
skupaj z mutanto srfAA. Ta odziv smo zaznali pri vseh treh testiranih razmerjih mutant PS-
216 (Slika 12) in mutant PS-218 (Slika 13). Potrdili smo, da mutanta hag komplementira 
pomanjkanje surfaktina pri mutanti srfAA, ki tega ne proizvaja. V nekaterih primerih je bil 
viden manjši odmik mutante hag od centra inokulacije. Celokupno smo izvedli 100 
ponovitev tega tipa rojenja (biološke, tehnične ponovitve, različna razmerja med sevi, 
različne kombinacije z izmenjavo fluorescentnih markerjev; Priloga H) in pri 15 primerih 
(15 %) je prišlo do delnega premika mutante hag navzven z mesta inokulacije (Priloga I). 
Butolen M. Vpliv sorodstvene diskriminacije na komplementacijo skupnih dobrin v mešani kulturi Bacillus subtilis.  




Slika 12: Rojenje mutante PS-216 YFP hag::kan' in sorodne mutante PS-216 mKate srfAA v mešani kulturi 
pri različnih razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih na slikah A, B in C si sledijo približna razmerja med številom celic mutante hag in mutante srfAA 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici 
(z zeleno je označena mutanta PS-216 YFP hag in z rdečo mutanta PS-216 mKate srfAA). Pri vsaki sliki je v 
spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
Butolen M. Vpliv sorodstvene diskriminacije na komplementacijo skupnih dobrin v mešani kulturi Bacillus subtilis.  




Slika 13: Rojenje mutante PS-218 mKate hagΩTn10 in sorodne mutante PS-218 YFP srfAA v mešani kulturi 
pri različnih razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih  na  slikah A, B in C  si sledijo približna razmerja med številom celic mutante hag in mutante srfAA 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2  so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici 
(z zeleno je označena mutanta PS-218 YFP srfAA in z rdečo neobičkana mutanta PS-218 mKate hag). Pri vsaki 
sliki je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
4.2.3.2 Rojenje mešanice sevov »non-kin« 
 
Poskus smo ponovili, le da smo zmešali dve nesorodni mutanti. Kjer je v inokulumu 
prevladovala ena ali druga mutanta (srfAA ali hag), so bile plošče preraščene samo na mestu 
inokulacije in le s tisto mutanto, ki je prevladovala v začetni mešanici. Pri razmerju 1:1 je 
prav tako večinoma ostal le en sev, vendar je včasih prevladala ena, včasih pa druga mutanta. 
Na Sliki 14 so prikazani rezultati rojenja mutante PS-216 YFP hag::kan' in nesorodne 
mutante PS-218 mKate srfAA v mešani kulturi pri različnih razmerjih na gojišču v 
petrijevkah, na Sliki 15 pa je prikazano rojenje mešanice »non-kin« sevov, ki imata 
zamenjana fluroescenčna markerja. 
 
Celokupno smo izvedli 120 poskusov (biološke, tehnične ponovitve, različna razmerja med 
sevi, različne kombinacije z izmenjavo fluorescentnih markerjev; Priloga H). Mutanta hag 
sicer ni bila zmožna rojenja, smo pa včasih (v šestih  primerih oz. 5 %) opazili delni premik 
mutante hag od mesta inokulacije (Priloga I). Glede na začetno razmerje v mešanici je vedno 
prevladal številčno dominantnejši sev. Občasno je prišlo pri razmerju 1:1 do prostorske 
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segregacije mutant srfAA in hag na mestu inokulacije. V tem primeru je tudi pri nesorodnem 
sevu mutanta hag lahko nudila surfaktin mutanti srfAA in slednja je lahko rojila izven cone 
inokulacije (Slika 15).  
 
V Preglednici 10 so prikazani rezultati vseh opravljenih poskusov z mešanicami »non-kin« 
mutant srfAA in hag. Med »kin-self« sevi je pri vseh razmerjih med sevi vedno prišlo do 
komplementacije mutante srfAA. Ugotovili smo, da lahko pride do sodelovanja oz. 
komplementacije surfaktina tudi med nesorodnima mutantama, v kolikor obema uspe zasesti 
svoj prostor na gojišču, kar se je največkrat (v 40 %) pojavilo pri razmerju med sevoma 1:1. 





Slika 14: Rojenje mutante PS-216 YFP hag::kan' in sorodne mutante PS-218 mKate srfAA v mešani kulturi 
pri različnih razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih  na  slikah A, B in C  si sledijo približna razmerja med številom celic mutante hag in mutante srfAA 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združeni sliki. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici (z zeleno je 
označena neobičkana mutanta PS-216 YFP hag in z rdečo surfaktinska mutanta PS-218 mKate srfAA). Pri 
vsaki sliki je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
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Slika 15: Rojenje mutante PS-216 mKate hag::kan' in nesorodne mutante PS-218 YFP srfAA v mešani kulturi 
pri različnih razmerjih na poltrdnem gojišču B v petrijevkah (70 mm). 
V stolpcih  na  slikah A, B in C  si sledijo približna razmerja med številom celic mutante hag in mutante srfAA 
1:4, 1:1 in 4:1. V vrsticah na slikah 1 in 2 so prikazane slike pri različnih filtrih YFP in mCherry, slike 1+2 pa 
prikazujejo združene slike obeh filtrov. Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici z 
zeleno je označena mutanta PS-218 YFP srfAA in z rdečo neobičkana mutanta PS-216 mKate hag). Pri vsaki 
sliki je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
Preglednica 10: Delež komplementacij surfaktina pri mešanju mutant srfAA in mutant hag glede na sorodnost 
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4.3 VPLIV GOJIŠČA NA KOMPLEMENTACIJO SURFAKTINA 
 
Preverjali smo, ali ima gojišče vpliv na komplementacijo surfaktina pri bakteriji B. subtilis. 
Rezultati, prikazani na Sliki 16 nakazujejo, da tako divji tipi kot tudi mutante na gojišču LB 
rastejo drugače kot na gojišču B. Gojišče LB (0,7 %) divji tipi preraščajo enakomerno oz. 
konfluentno, brez vidnih vzorcev rasti, medtem ko isti sev na gojišču B tvori izrazite 
dendrite. Mutanta sicer na gojišču LB (0,7 %) ne roji, vendar se nekoliko dlje razraste čez 
center inokulacije, kljub enakemu inokulumu kot pri gojišču B. 
 
 
Slika 16: Primerjava rasti divjega tipa PS-216 YFP na gojišču B in gojišču LB (0,7 %) ter mutanta PS-216 
YFP srfAA na LB (0,7 %). 
A: divji tip PS-216 YFP na gojišču B; B: divji tip PS-216 YFP na gojišču LB (0,7 %); C: mutanta PS-216 YFP 
srfAA na gojišču LB (0,7 %). Pri vsaki sliki je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
Na Sliki 17 imamo prikazani dve različni mešani kulturi divjih sevov in sorodnih oz. manj 
sorodnih mutant srfAA, ki smo jih mešali v razmerju 1:1. Prva kombinacija sevov (Slike 
17A), kjer smo mešali divji sev PS-216 mKate s »kin-self« mutanto PS-216 YFP srfAA, 
skupaj preraščata celotno površino agariziranega gojišča. Sodelovanje med sevi je mogoče 
tudi na gojišču LB, saj vidimo rojenje mutante srfAA, ki ne sintetizira lastnega surfaktina. 
 
Na Slikah 17B je prikazana mešana kultura divjega seva PS-216 YFP in manj sorodne 
mutante PS-218 mKate srfAA v razmerju 1:1. Gojišče je v celoti konfluentno preraščeno, 
vendar samo z divjim sevom PS-216 YFP, medtem ko nesorodne mutante PS-218 mKate 
srfAA nismo zaznali. Prostorske segregacije na gojišču LB nismo opazili. 
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Slika 17: Rojenje divjega tipa B. subtilis v kokulturi z mutanto srfAA v razmerju 1:1 na gojišču LB (0,7%). 
A: rojenje divjega tipa PS-216 mKate v kokulturi s »kin-self« mutanto PS-216 YFP srfAA; B: rojenje divjega 
tipa PS-216 YFP v kokulturi z »non-kin«  mutanto PS-218 mKate srfAA; V prvi (A1, B1)  in drugi vrsti (A2, 
B2) so prikazane slike pridobljene pri različnih filtrih (YFP in mCherry), v treji vrsti pa sta sliki združeni 
(A1+A2, B1+B2). Pri vsaki sliki je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
4.4 IZVOR SURFAKTINA NE VPLIVA NA KOMPLEMENTACIJO MUTANTE srfAA  
 
Pri mešanju mutant srfAA tako s sorodnimi kot tudi manj sorodnimi sevi  smo ugotovili, da 
pri nekaterih pogojih lahko mutanta srfAA uporablja za rojenje tudi surfaktin, ki ga 
proizvajajo manj sorodni sevi. Da bi to preverili, smo pripravili izrabljena gojišča dveh 
nesorodnih divjih sevov PS-216 (YFP/ mKate) in PS-218 (YFP/mKate), ki vsebujejo 
surfaktin. Izrabljeno gojišče (10 µL ali 20 µL ) smo nanesli na agarizirano gojišče in dodali 
inokulum z mutanto srfAA. V vseh primerih je izrabljeno gojišče omogočilo rojenje mutante 
po trdnem gojišču B ne glede na na izvor izrabljenega gojišča (Slika 18). Mutante v teh 
primerih ne tvorijo izrazitih dendritov, rast je podobna rasti sevov na gojišču LB (0,7 %). 
Kot kontrolo smo mutantam srfAA dodali 10 µL ali 20 µL svežega tekočega gojišča B. 
Mutanta pri kontrolah, kjer smo ji dodali gojišče B ne roji, se le nekoliko razširi (Slika 18A 
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Slika 18: Rojenje mutante srfAA s pomočjo surfaktina iz izrabljenega gojišča (IG) divjega seva. 
A: mutanta PS-216 YFP srfAA z dodanim svežim tekočim gojiščem B (10 µL) oz. izrabljenim gojiščem; B: 
mutanta PS-218 mKate srfAA z dodanim svežim tekočim gojiščem B (20 µL) oz. izrabljenim gojiščem; 10: 
količina dodanega izrabljenega gojišča 10 µL; 20: količina dodanega izrabljenega gojišča 20 µL. Pri vsaki sliki 
je v spodnjem desnem kotu prikazano merilo velikosti 5 mm. 
 
4.5 VPLIV RAZDALJE MED SEVI NA KOMPLEMENTACIJO SURFAKTINA 
 
Če na gojišče vzporedno nacepimo divji sev in mutanto srfAA, vidimo, da divji tip roji po 
površini, medtem ko mutanta prerašča center inokulacije. Če gre za »kin-self« mutanto, 
lahko pride do naknadnega rojenja mutante. V tem primeru pride do nastanka kometu 
podobnega vzorca (ang. comet-like pattern), ki sta ga opisala tudi Lyons in Kolter (2017). 
Pri naših poskusih smo ugotovili, da do naknadnega rojenja mutante ne pride vedno. V 
nekaterih primerih je divji tip obraščal »kin-self« mutanto srfAA, kar opazimo kot dobro 
vidno in odebeljeno mejno linijo (Slika 19). Do nastanka krožnih mejnih linij pride tudi v 
primeru, če vzporedno nacepimo divji tip in »non-kin« mutante srfAA. 
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Slika 19: Interakcije med divjim tipom PS-216 mKate in »kin-self« mutanto PS-216 YFP srfAA na gojišču B. 
A: surfaktin divjega seva je omogočil rojenje sorodne mutante PS-216 YFP srfAA; B: do rojenja mutante v tem 
primeru ni prišlo, vidna je debela mejna linija okrog mutante srfAA; A1,B1: sliki petrijevk, posneti s 
fotoaparatom (merilo 5 mm); A2, B2: sliki, pridobljeni s fluorescenčnim stereomikroskopom pri 8-kratni 
povečavi (merilo 5 mm) 
 
Vpliv razdalje med nacepljenimi sevi na komplementacijo surfaktina smo preverjali med 
vzporedno nacepljenima sorodnima in nesorodnima sevoma (Slika 20). Uporabili smo dve 
mutanti - mutanto hag in mutanto srfAA, ki se sami ne premikata. Pri sorodnih sevih je bila 
komplementacija pri razdalji 0 cm, kjer smo inokulum obeh mutant nacepili tako, da sta se 
kapljici dotaknili, uspešna in mutanta srfAA je rojila po gojišču, medtem ko se mutanta hag 
od mesta inokulacije ni širila. Podobno smo opazili tudi pri razdaljah 0,5 cm in 1 cm. Pri 
razdalji 2 cm smo na gojišču videli le nekaj dendritov, ki so se širili iz mesta inokulacije 
mutante srfAA. Pri razdalji 3 cm na ploščah nismo zaznali nobenega rojenja. Rezultati so bili 
podobni tako pri sorodnih kot pri manj sorodnih kombinacijah, kjer je pri razdaljah 0,5 cm, 
1 cm in 2 cm prišlo do rojenja mutante srfAA po gojišču, medtem ko pri razdalji med 
nacepljenima mutantama 3 cm mutanta srfAA ne more več rojiti. Razliko med sorodnimi in 
nesorodnimi kombinacijami sevov smo opazili le pri razdalji 0 cm, kjer se kapljici 
inokuloma dotakneta, najverjetneje pomešata in v primeru nesorodnih mutant na plošči 
preživi samo en sev (Slika 20A).  
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Slika 20: Vpliv razdalje med sevi na komplementacijo surfaktina med mutanto PS-216 YFP srfAA in nesorodno 
mutanto PS-218 mKate hagΩTn10 na gojišču B. 
A: Razdalja 0 cm; B Razdalja 0,5 cm; C: Razdalja 1 cm; D: Razdalja 2 cm; E: Razdalja 3 cm.A1-E1: slike 
posnete s fotoaparatom (v zgornjem levem kotu je viden odsev luči; merilo 5 mm); A2-E2: slike posnete s 
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5.1 VPLIV SORODNOSTI MED SEVI NA KOMPLEMENTACIJO SURFAKTINSKE 
MUTANTE, KI SAMA NE ROJI 
 
5.1.1 Preverjanje komplementacije surfaktina med mutanto srfAA in divjim tipom 
 
Komplementacijo rojenja med mutantama srfAA in hag enakega izhodnega seva (»kin-self«) 
sta opisala Kearns in Losick leta 2003. Mutanti sta zmešala v razmerju 1:1 in mutanta srfAA 
je lahko rojila, medtem ko je mutanta hag zavzela le področje inokulacije. To ugotovitev 
smo potrdili tudi v okviru te naloge. V nadaljevanju smo preverjali komplementacijo 
surfaktina med divjim tipom in »kin-self« mutanto srfAA, nacepljenih v različnih razmerjih. 
Plošče, ki smo jih pregledovali s pomočjo stereomikroskopa, so bile v celoti poraščene z 
obema sevoma pri razmerjih 1.4 in 4:1. Iz tega lahko sklepamo, da je med mutanto srfAA in 
divjim tipom prišlo do uspešne komplementacije surfaktina. Divji tip proizvaja surfaktin, ki 
ga za širjenje po površini gojišča lahko uporabi tudi »kin-self« mutanta srfAA. V tem primeru 
sorodstvena diskriminacija pri B. subtilis deluje v smeri združevanja sorodnih celic oz. 
deljenja javne dobrine surfaktina s sorodnimi mutantami (Lyons in Kolter, 2017). Celo pri 
razmerju 1:49, kjer v mešanici močno prevlada mutanta srfAA, vidimo, da kljub zelo 
majhnemu število celic divjega tipa v inokulumu, ta preživi in s sintezo surfaktina omogoči 
rojenje mutanti srfAA po površini gojišča. Pri teh razmerjih opazimo, da na agarju ne pride 
do izrazite tvorbe dendritov, ampak rast spominja na konfluentno rojenje. Zaključimo lahko, 
da malo število celic divjega tipa v mešni kulturi sintetizira zadostno količino surfaktina za 
rojenje mutante srfAA. 
 
Pri mešanju divjih sevov in »non-kin« mutant smo ugotovili da komplementacija surfaktina 
ni učinkovita. S pomočjo stereomikroskopa na plošči vidimo vedno prisoten samo en sev. 
Kateri sev bo na plošči prevladal, je povsem odvisno od števila celic posameznega seva v 
inokulumu. Pri razmerju 1:4, kjer številčno prevlada mutanta srfAA, ta preživi tudi na plošči, 
vendar zaradi pomanjkanja surfaktina ne roji, prerašča izključno mesto inokulacije. 
Nasprotno vidimo pri razmerju 4:1, kjer divji tip prerašča celotno površino agariziranega 
gojišča, mutanto pa izpodrine. Pri razmerju 1:1 včasih prevlada mutanta, včasih pa divji tip. 
Če prevlada mutanta srfAA, ta ostane ujeta na področju inokuluma. Sorodstvena 
diskriminacija torej deluje v smeri izključevanja nesorodnikov (Lyons in Kolter, 2017), kar 
preprečuje komplementacijo surfaktina med »non-kin« sevi. Že v sami mešanici pride do 
antagonističnega oz. kompetitivnega vedenja med sevoma, kjer največkrat zmaga in preživi 
izključno eden, kar je z mešanjem nesorodnih divjih tipov B. subtilis dokazala že Štampar 
(2016). V redkih primerih preživita oba seva in če divjemu tipu uspe priti do roba področja 
inokuluma, se lahko razširi po gojišču, medtem ko nesorodna mutanta prerašča izključno 
notranjost centra inokulacije. Seva sta prostorsko ločena, vendar med njima ni opazne mejne 
linije, ki sicer nastane ob srečanju dveh nesorodnih rojev. 
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5.1.2 Preverjanje sodelovanja med mutanto hag in divjim tipom  
 
Pri teh poskusih ne pride do rojenja mutante hag, saj biček ne spada med skupne dobrine in 
komplementacija ni možna tako med »kin-self«  kot tudi »non-kin« sevi. Kljub temu se je 
mutanta hag nekoliko širila iz mesta inokulacije proti robu petrijevke. Pojav smo 
poimenovali delni premik. Zakaj pride do delnega premika, ne vemo. Selekcijski pritisk za 
odpravo mutacij, ki onemogočajo rojenje, je visok. Med gojenjem lahko pride do 
supresorskih mutacij, ki sevu povrnejo sposobnost gibanja, vendar je izgled kolonije v 
nekaterih primerih lahko tudi drugačen kot pri do sedaj opisanih primerih (Kearns, 2010). 
Če smo na gojišče nacepljali posamezne seve kot kontrole, je prišlo pri mutantah do delnega 
premika le pri dveh tehničnih ponovitvah enega od izvedenih devetih poskusov (Priloga G). 
Delni premik je bil opažen pri kombinacijah med divjim tipom in »kin-self« mutanto hag 
pri polovici poskusov pri obeh preskušenih sevih, ki smo jih transformirali s kromosomsko 
DNA PS-216 hag::kan' ali s kromosomsko DNA hagΩTn10, kar pomeni, da izvor mutacije 
na to ni vplival. Možna razlaga tega fenomena je morda ta, da divji tip mutanto vključi v 
rafte, preko katerih se ta potem nekoliko premakne od mesta inokulacije. Rafti so za rojenje 
značilne večcelične združbe, kjer so celice sistematično urejene oz. tesno zložene skupaj, saj 
se skupaj neprekinjeno premikajo proti s hranili bogatemu gojišču proti robu petrijevke in 
hkrati kolonizirajo vedno večje območje (Harshley in Partridge, 2015). S tem bi lahko 
pojasnili delni premik mutante hag pri »kin-self« sevih, ne pa tudi pri »non-kin« sevih, kjer 
pride do medsebojnega izključevanja. Ker neobičkana mutanta hag sintetizira surfaktin, je 
mogoče, da se premika s pomočjo pasivnega gibanja, imenovanega drsenje. Za drsenje B. 
subtilis je poleg surfaktina potreben tudi eksopolisaharid in protein BslA (Hölscher in 
Kovacs, 2017). To hipotezo bi bilo mogoče eksperimentalno preveriti v nadaljnjih poskusih. 
 
5.1.3 Komplementacija surfaktina pri mutanti srfAA z mutanto hag v mešani kulturi 
 
Preverjali smo komplementacijo surfaktina in premikanje mutange hag, pri čemer se 
nobeden od uporabljenih sevov ni bil zmožen razširiti po plošči brez pomoči drugega seva. 
Komplementacija je možna pri različnih začetnih razmerjih mutante srfAA in sorodne 
mutante hag. Plošče so bile v celoti preraščene, vendar po površini gojišča roji izključno 
mutanta srfAA, ki  za rojenje uporabi surfaktin, ki ga proizvaja sorodna neobičkana mutanta. 
Pri mutanti hag tudi pri teh poskusih opazimo delni premik, vendar je njihov delež veliko 
manjši (15 % primerov) kot pri mešanicah divjega tipa s sorodno neobičkano mutanto. 
Zaključimo lahko, da je sodelovanje med mutantama uspešno, saj pride do uspešnega rojenja 
mutante srfAA po celotni površini gojišča B, vendar je enostransko, saj mutanta hag ni 
zmožna rojenja s pomočjo mutante srfAA.  
 
Pri drugem sklopu, kjer smo mešali manj sorodne mutante med sabo, vidimo, da so plošče 
v večini poraščene samo na centru inokulacije. Pri razmerju 1:4, kjer prevlada mutanta 
srfAA, ta tudi preživi na gojišču. Ker ne sintetizira surfaktina, po gojišču ne roji. Obratno je 
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pri razmerju 4:1, kjer prevlada mutanta hag. Ker je neobičkana, tudi tukaj ne pride do rojenja. 
Pri razmerju 1:1, kjer sta si mutanti številčno enakovredni, včasih obe mutanti zasedeta svoj, 
ločen predel na gojišču. Če mutanti srfAA uspe zasesti svoj prostor na gojišču, so plošče vsaj 
delno preraščene z večjim razvejanim dendritom, ki priprada mutanti srfAA. Iz tega lahko 
sklepamo, da lahko mutanta srfAA za rojenje uporablja tudi surfaktin, ki ga proizvaja manj 
sorodna neobičkana mutanta hag. Da lahko pride do same sinteze surfaktina s strani 
neobičkane mutante, pa si mora ta izboriti svoj prostor na agariziranem gojišču. Najvišji 
delež primerov, kjer je prišlo do rojenja mutante srfAA, je pri razmerju mešanja 1:1 in znaša 
približno 40 %. Na zasedanje prostora oz. svoje niše na agariziranem gojišču močno vpliva 
razmerje med številom celic obeh sevov. Kot prej, smo tudi pri teh poskusih opazili delni 
premik neobičkane mutante, vendar se je pojavil le redko (5 % primerov). 
 
5.2 VPLIV GOJIŠČA NA KOMPLEMENTACIJO SURFAKTINA 
 
B. subtilis na različnih gojiščih raste z različnimi vzorci. Na bogatem gojišču LB roji 
konfluentno, medtem ko po sintetičnem gojišču B roji v obliki razvejanih dendritov (Kearns, 
2010). Pri tem sklopu poskusov smo na gojišče LB (0,7 %) nacepili mešanice divjih sevov 
v razmerju 1:1 in tudi mešanice divjih sevov in bolj ali manj sorodnih mutant srfAA. Kot 
kontrolo smo na LB nacepili čisto kulturo mutante srfAA, ki sama ni rojila. Dobljeni rezultati 
nakazujejo, da gojišče LB nima vpliva na komplementacijo surfaktina. Mešanice »kin-self« 
divjih sevov tvorijo skupni roj in konfluentno preraščajo celotno površino gojišča. Pri 
mešanicah »non-kin« divjih tipov, podobno kot na gojišču B, na gojišču LB preživi samo 
eden, saj se najverjetneje že v inokulumu pričneta boriti en proti drugemu in s tem tekmujeta 
za nišo, ki predstavlja tudi vir hranil. Antagonizem in močno tekmovanje med nesorodnimi 
divjimi sevi v inokulumu na gojišču B je že opazila Štampar (2016). Komplementacija 
surfaktina je med »kin-self« sevi ponovno uspešna, saj divji tip z mutanto tvori skupen roj, 
kar pomeni, da mutanta za rojenje uporabi surfaktin, ki ga proizvaja divji tip. Obratno vidimo 
pri kombinacijah, kjer smo skupaj zmešali divji tip z »non-kin« mutanto. V takšnem primeru 
vidimo, da divji tip izključi mutanto in sam roji po površini gojišča LB. Če na gojišče 
nacepimo kot kontrolo samo mutanto srfAA, vidimo, da ne roji, se pa nekoliko dlje razraste 
kor pri gojišču B. Vzrok za to je verjetno v bogati sestavi gojišča LB. Julkowska in sod. 
(2005) navajajo, da zaradi svoje kemijske sestave lahko na površino gojišča LB izstopi 
tekočina, ki podobno kot surfaktin, nakazuje ustreznost površine za kolonizacijo. Tako npr. 
laboratorijski sev 168, ki ne sintetizira surfaktina, po gojišču LB roji, na gojišču B pa ne. 
Alternativna, razlaga je lahko tudi sinteza drugih lipopeptidov, ki jih lahko izloča B. subtilis 
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5.3 UGOTAVLJANJE SPOSOBNOSTI MUTANTE srfAA, DA UPORABI SURFAKTIN 
IZ IZRABLJENEGA GOJIŠČA  
 
Da bi podprli ugotovljeno idejo, da je B. subtilis sposoben rojenja tudi s pomočjo surfaktina 
manj sorodnega seva, smo divje tipe nagojili v tekočem gojišču LB in jih nato prefiltrirali, 
tako da smo dobili izrabljeno gojišče, v katerem se nahaja tudi javna dobrina surfaktin. 
Mutantam srfAA smo na gojišče B dodali majhno količino izrabljenega gojišča (10 ali 20 
L) različnih divjih sevov. Rezultati so pokazali, da je komplementacija surfaktina možna s 
pomočjo izrabljenega gojišča »kin-self« kot tudi »non-kin« sevov. V vseh primerih je prišlo 
do rojenja mutante srfAA po agariziranem gojišču, vendar je rast bila konfluentna in ne v 
obliki razvejanih dendritov. To podpira idejo, da je sistem sorodstvene diskriminacije 
potreben za zaščito pred zlorabo skupnih dobrin pred bližnjimi nesorodniki, ki so sposobni 
uporabe surfaktina drugega seva  za rojenje (Lyons in Kolter, 2017). Lahko zaključimo tudi, 
da v izrabljenem gojišču LB ni prisotnih snovi, ki bi antagonistično delovale na rojenje manj 
sorodnih sevov in da je verjetno za antagonizem pomemben direkten stik celic. 
 
5.4 VPLIV RAZDALJE MED SEVI NA KOMPLEMENTACIJO SURFAKTINA 
 
Za surfaktin je znano, da lahko hitro difundira preko velike razdalje (Lyons in Kolter, 2017). 
Preverjali smo komplementacijo med divjim tipom in mutanto srfAA, ki smo ju vzporedno 
nacepili na gojišče. Divji tip proizvaja surfaktin, ki se hitro širi po gojišču do mutante srfAA. 
Do rojenja mutante srfAA po še neporaščenem delu gojišča najverjetneje pride, če je celična 
gostota mutante dovolj visoka in je fiziološko »pripravljena«, ko pride v stik s surfaktinom, 
ki difundira po gojišču. Podobne rezultate navajata Lyons in Kolter (2017), kjer sta mutanto 
srfAA nacepili vzporedno in 3 cm oddaljeno od sorodnega divjega tipa in dobili ti. »comet-
like pattern«. V kolikor bi bila za rojenje mutante srfAA še potrebna prilagajanja, v tem času 
divji tip mutanto že obraste in ji tako s kolonizacijo gojišča prepreči rojenje.  
 
V tem magistrskem delu smo ugotavljali, koliko sta mutanti srfAA in hag še lahko med seboj 
oddaljeni, da pride do komplementacije surfaktina, saj se v tem primeru nobena od njiju ne 
more sama premikati. Do normalnega rojenja srfAA po gojišču pride, če je mutanta hag 
oddaljena 0-2 cm od mutante srfAA. Z oddaljenostjo mutant na gojišču se manjša tudi 
poraščenost površine gojišča s surfaktinsko mutanto. Rast mutante srfAA je v večini 
primerov konfluentna. Pri večji razdalji (3 cm) do komplementacije več ne pride, na plošči 
vidimo obe mutanti, ki ne rojita. Pri nesorodnih kombinacijah se rezultati ujemajo z rezultati 
sorodnih kombinacij. Edina razlika je pri razdalji 0 cm, kjer se inokuluma dotakneta in 
najverjetneje tudi zlijeta. Na Sliki 20 vidimo, da preživi samo mutanta srfAA, kar nakazuje, 
da se seva tudi tu borita za obstoj in prevlado na gojišču že v samem inokulumu in tako težje 
najdeta vsak svoj prostor na gojišču. 
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o Komplementacija surfaktina med »kin-self« sevi je bila pri izvedenih poskusih vedno 
uspešna. Divji tip in mutanta srfAA tvorita skupni roj, torej med njima po pričakovanju 
ne prihaja do sorodstvene diskriminacije. 
 
o Za uspešno rojenje populacije celic je potrebnih relativno malo celic, ki izločajo 
surfaktin, saj je komplementacija mogoča tudi pri razmerju 1:49 v prid mutanti srfAA. 
 
o Divji tip in »non-kin« mutanta srfAA ne tvorita skupnega roja. Ponavadi na plošči 
prevlada le en sev, v tem primeru komplementacija med nesorodnimi sevi ni možna. 
 
o Izid boja za prevlado med »non-kin« sevi je bil najbolj odvisen od razmerja med 
številom celic v začetni mešanici sevov; okvara genov srfAA ali hag ne vplivata na 
uspešnost kompeticije med sevi.  
 
o Komplementacija surfaktina med nesorodnimi sevi je lahko uspešna, v kolikor uspe 
mutantama srfAA in hag zasesti vsaka svoj prostor na gojišču. Pri tem pride do rojenja 
mutante srfAA s pomočjo surfaktina, ki ga izloča neobičkana mutanta hag. 
 
o S hranili bogato gojišče LB v primerjavi z revnim gojiščem B vpliva na spremembo 
vzorca rasti sevov (konfluentna rast brez dendritov), ne vpliva pa na komplementacijo 
surfaktina in sorodstveno diskriminacijo.  
 
o Komplementacija surfaktina je možna tudi s pomočjo izrabljenega gojišča seva, ki 
izloča surfaktin, ne glede na sorodnost, kar nakazuje, da snovi, ki se izločajo v tekoče 
gojišče LB ob standardnem gojenju B. subtilis s stresanjem, niso odgovorne za 
sorodstveno diskriminacijo. 
 
o Razdalja med nacepljenima mutantama vpliva na komplementacijo surfaktina, in sicer 
je uspešna pri razdaljah 0 do 2 cm, pri večji razdalji mutanta srfAA za rojenje ne more 
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S pomočjo skupinskega gibanja rojenja se premika veliko različnih vrst bakterij in ena izmed 
njih je po Gramu pozitivna vrsta Bacillus subtilis (Harshey in Partridge, 2015). Gre za 
pomembno strategijo preživetja, ki jo bakterije koristijo v okolju z omejeno vsebnostjo 
nutrientov (Henrichsen, 1972; Kearns in Losick, 2003). Rojenje je bilo prvič opisano pri 
rodu Proteus in ga definiramo kot koordinirano aktivno skupinsko gibanje bakterijskih 
raftov po površini gojišča (Partridge in Harshey, 2013). Za rojenje je potrebna diferenciacija 
celic iz plavajočih in samostojnih celic v aktivno roječe večcelične skupine imenovane tudi 
rafti (Kearns in Losick, 2003). Za uspešno rojenje mora celica sintetizirati intaktne bičke, ki 
se aktivno vrtijo in s tem omogočajo premikanje bakterij. Bakterija poleg bičkov za rojenje 
potrebuje še sredstvo, ki znižuje površinsko napetost in pri B. subtilis to vlogo opravlja 
surfaktant surfaktin (Patrick in Kearns, 2012). V kolikor pride do mutacije v genih za sintezo 
surfaktina ali za sintezo bičkov, bakterijske celice niso sposobne rojenja po površini trdnega 
gojišča. Če mutanti srfAA in hag zmešamo, neobičkana mutanta sintetizira surfaktant, s 
pomočjo katerega lahko mutanta srfAA roji (Kearns in Losick, 2003).  
 
V magistrskem delu smo želeli preučiti vpliv sorodstvene diskriminacije na sodelovanje med 
različnimi s fluorescenčnimi proteini označenimi sevi in njihovimi mutantami srfAA, ki niso 
sposobne sinteze surfaktina, oz. mutantami hag, ki imajo okvarjen gen za sintezo bičkov. 
Sorodstvena diskriminacija omogoča bakterijam ločevanje med bolj ali manj sorodnimi 
vrstami in pri vrsti B. subtilis nakazuje na kooperativno obnašanje med visoko sorodnimi 
sevi (Štefanič in sod., 2015). Cilj magistrske naloge je bil ugotoviti, ali bo prišlo do 
sodelovanja med mutanto srfAA in bolj ali manj sorodnimi divjimi tipi B. subtilis. To smo 
preverjali s pomočjo poskusa, kjer smo zmešali divji tip z izbrano mutanto srfAA v različnih 
razmerjih in 2 µL mešanice nanesli na sintetično gojišče B, plošče čez noč inkubirali v 
omočeni škatli in naslednji dan plošče pregledali ter poslikali s pomočjo fluorescenčnim 
stereomikroskopom Leica. Kot uspešno sodelovanje oz. komplementacijo smo označili 
primere, kjer je divji tip z mutanto srfAA tvoril skupni roj in ji omogočil rojenje po površini 
gojišča B. V takšnem primeru pride do prekrivanja fluorescenc dveh različno označenih 
sevov in vidna je oranžna barva. S podobnim poskusom smo preverjali tudi, ali pride do 
sodelovanja med divjim tipom in mutanto hag ter preverjali sodelovanje med mutanto srfAA 
in hag.  
 
Ugotovili smo, da je komplementacija surfaktina med visoko sorodnimi (»kin-self«) vrstami 
vedno uspešna. Pri vseh poskusih, kjer smo med sabo mešali mutante srfAA s sorodnimi 
divjimi sevi, je prišlo do komplementacije in nastanka skupnega roja. Pri poskusih, kjer smo 
med sabo mešali mutanto srfAA in nesorodne divje tipe, je komplementacija neuspešna in 
ploščo zasede samo en sev, bodisi je to mutanta srfAA, ki ne roji, bodisi divji tip, kar je 
odvisno od začetnega števila celic v mešanici. Pri kombinacijah, ki smo jih nacepljali tako 
na gojišče B kot na gojišče LB (0,7 %) smo prišli do enakih rezultatov, kar pomeni, da 
Butolen M. Vpliv sorodstvene diskriminacije na komplementacijo skupnih dobrin v mešani kulturi Bacillus subtilis.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
52 
sorodstvena diskriminacija deluje tudi na bogatejšem gojišču LB in omogoča sodelovanje 
oz. komplementacijo surfaktina med mutanto srfAA in izključno sorodnim divjim tipom.  
 
Komplementacija surfaktina je možna tudi med mutantami srfAA in mutantami hag, ki sicer 
ne rojijo (tudi v kokulturi s sorodnim divjim tipom ne), vseeno pa proizvajajo surfaktin, ki 
ga za rojenje lahko uporabi mutanta srfAA. Pri poskusih, kjer smo med sabo mešali mutanto 
srfAA z »non-kin« mutanto hag, smo dobili presenetljive rezultate, ki nakazujejo, da v 
kolikor pride do kolonizacije plošče z obema mutantama, ki zasedata vsaka svoj ločen 
prostor, je lahko komplementacija surfaktina uspešna tudi med manj sorodnimi sevi. To smo 
pri skoraj 40 % poskusov opazili pri razmerju 1:1, kjer sta mutanti v začetni mešanici 
številčno enakovredni in si lahko vsaka zase izbori svoj del površine agarske plošče. Po 
kolonizaciji površine neobičkana mutanta hag proizvaja surfaktin, ki ga lahko nesorodna 
mutanta srfAA uporabi za rojenje po gojišču. Ugotovljeno smo podprli tudi s poskusom, kjer 
smo pripravili izrabljeno gojišče (IG) divjih tipov, v katerem se nahaja tudi skupna dobrina 
surfaktin, in ga nato dodali bolj ali manj sorodnim mutantam srfAA. Po dodatku IG je vedno 
prišlo do rojenja mutante srfAA, ne glede na to, ali smo dodali IG sorodnega ali nesorodnega 
divjega tipa, vendar je bila rast konfluentna, brez tvorbe izrazitih dendritov.  
 
Ker surfaktin zelo hitro difundira skozi gojišče (Lyons in Kolter, 2017), smo izvedli poskus, 
kjer smo na eno ploščo nacepili mutanto srfAA in vzporedno v različnih razdaljah mutanto 
hag in s tem preverjali vpliv razdalje na sodelovanje med mutantama. Ugotovili smo, da je 
komplementacija možna tako med sorodnimi kot tudi nesorodnimi mutantami, v kolikor sta 
mutanti nacepljeni največ 2 cm narazen. 
 
Raziskave na temo socialnega življenja mikrobov odkrivajo do še nekaj deset let nazaj 
nepredstavljive ideje. Danes vemo, da bakterije ne živijo samostojnega življenja, ampak da 
imajo cel nabor mehanizmov, s katerimi komunicirajo in tako vplivajo ena na drugo (West 
in sod., 2007). Eden izmed teh mehanizmov je tudi sorodstvena diskriminacija, ki vključuje 
sodelovanje med sorodniki in izključevanje med nesorodnimi organizmi (Štefanič in sod., 
2015; Lyons in sod, 2016). V tem delu smo preučevali, kako fenomen sorodstvene 
diskriminacije vpliva na komplementacijo skupne dobrine - surfaktina. Ugotovili smo, da je 
sorodstvena diskriminacija ključna pri omogočanju uporabe skupne dobrine surfaktina med 
visoko sorodnimi sevi, prav tako pa nadzoruje izključevanje med manj sorodnimi sevi. 
Ugotovitve iz teh poskusov zastavljajo nova vprašanja za nadaljnje raziskave, ki bodo 
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PRILOGE 
 












PS-216 srfAA::Tn19 mls 665 13,31 6,78 1,96 2,53 
3610 hag::ery 984 19,68 10,09 1,95 2,46 
PS- 216 hag::kan 489 9,79 4,91 1,99 2,63 
PS- 216 hag::kan' 1371 27,42 13,83 1,98 2,56 
PS-1443 hagΩTn10 1415 28,30 14,63 1,93 2,4 
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Priloga B: Pregled rezultatov pri preverjanju komplementacije surfaktina med sorodnimi in 





 Z mKate označena mutanta prerašča le mesto inokulacije 
 Z YFP označena mutanta prerašča le mesto inokulacije 
 Sev označen z mKate prerašča celotno gojišče 
 Sev označen z YFP prerašča celotno gojišče 
 Divji tip in mutanta tvorita skupni roj 
 





















Razmerje 1:4 1:1 4:1 
»Kin-self« PS-216 YFP : PS-216 mKate srfAA       
PS-216 mKate : PS-216 YFP srfAA       
PS-218 YFP : PS-218 mKate srfAA       
PS-218 mKate : PS-218 YFP srfAA       
»Non-kin« PS-216 YFP : PS-218 mKate srfAA   
 
   
PS-216 mKate : PS-218 YFP srfAA   
 
   
PS-218 YFP : PS-216 mKate srfAA   
 
   
PS-218 mKate : PS-216 YFP srfAA   
 
   
Butolen M. Vpliv sorodstvene diskriminacije na komplementacijo skupnih dobrin v mešani kulturi Bacillus subtilis.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Priloga C: Pregled dobljenih rezultatov pri preverjanju komplementacije surfaktina med 

















»Kin-self« 4 4 114 114 100 
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Priloga D: Rojenje divjega tipa PS-218 YFP in sorodne mutante PS-218 mKate srfAA v 




A: razmerje 1:4; B: razmerje 1:1; C: razmerje 4:1; 1: filter YFP; 2: filter mCherry; 1+2: YFP + mCherry 
Pod sliko je shematsko prikazan delež posameznega seva v mešanici (z zeleno je označen divji tip PS-218 YFP 
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Priloga E: Pregled rezultatov pri preverjanju sodelovanja med mutanto hag s sorodnimi in 





 Z mKate označena mutanta prerašča le mesto inokulacije 
 Z YFP označena mutanta prerašča le mesto inokulacije 
 Sev označen z mKate prerašča celotno gojišče, medtem mutanta označena z YFP ostane v centru 
 Sev označen z YFP prerašča celotno gojišče, medtem mutanta označena z mKate ostane v centru 
 Sev označen z mKate prerašča celotno gojišče 
 Sev označen z YFP prerašča celotno gojišče 
 
V primerih, kjer smo mešali nesorodne seve v razmerju 1:1, sta možna dva različna izzida. 
 
Razmerje 1:4 1:1 4:1 
»Kin-
self« 
PS-216 YFP : PS-216 mKate hagΩTn10       
PS-216 YFP : PS-216 mKate hag::kan'       
PS-216 mKate : PS-216 YFP hag::kan'       
PS-218 YFP : PS-218 mKate hagΩTn10       
»Non-
kin« 
PS-216 YFP : PS-218 mKate hagΩTn10   
 
   
PS-218 YFP : PS-216 mKate hagΩTn10   
 
   
PS-218 YFP : PS-216 mKate hag::kan'   
 
   
PS-218 mKate : PS-216 YFP hag::kan'   
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Priloga F: Pregled dobljenih rezultatov pri preverjanju sodelovanja med mutanto hag in 






















mutante hag [%] 
»Kin-
self« 
4 3 108 0 51 47 
»Non-
kin« 
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Priloga G: Delno rojenje mutant hag. 
 
 
V izključno dveh primerih smo na ploščah, kjer smo kot kontrolo nacepljali samo divje seve ali samo mutante 
B. subtilis, opazili delni premik pri samih mutantah hag. Na sliki (A) vidimo mutanto PS-216 mKate hag::kan'  
v svetlem polju. Vidna sta dva manjša dendrita, ki izhajata iz mesta inokulacije. Pod filtrom mCherry, ki je 
prikazan na sliki (a), fluorescirata ta dva dendrita le rahlo. Na sliki (B) vidimo mutanto PS-218 mKate 
hagΩTn10 v svetlem polju. Vidimo, da se iz mesta inokulacije širijo krožni dendriti. Na sliki (b) s pomočjo 
filtra mCherry vidimo, da ti kroži izrastki tudi fluorescirajo rdeče. Pri vsaki sliki je v spodnjem desnem kotu 
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Priloga H: Pregled rezultatov pri preverjanju komplementacije surfaktina med mutantama 





 Z mKate označena mutanta prerašča le mesto inokulacije 
 Z YFP označena mutanta prerašča le mesto inokulacije 
 Sev označen z mKate prerašča celotno gojišče, medtem mutanta označena z YFP ostane v centru 
 Sev označen z YFP prerašča celotno gojišče, medtem mutanta označena z mKate ostane v centru 
 Sev označen z mKate prerašča celotno gojišče 
 Sev označen z YFP prerašča celotno gojišče 
 




















Razmerje 1:4 1:1 4:1 
»Kin-
self« 
PS-216 YFP hag::kan' + PS-216 mKate srfAA       
PS-216 mKate hag::kan' + PS-216 YFP srfAA       
PS-216 mKate hagΩTn10 + PS-216 YFP srfAA       
PS-218 mKate hagΩTn10 + PS-218 YFP srfAA       
»Non-
kin« 
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Priloga I: Pregled dobljenih rezultatov pri preverjanju komplementacije surfaktina med 































4 4 100 100 100 15 15 
»Non-
kin« 
4 4 108 25 21 6 5 
 
